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Q. FEVER EXPERIMENTALE Soe 
DE QUELQUES ANIMAUX DOMESTIQUES | 


par Grorces BLANC, L.-A. MARTIN et J. BRUNEAU. 


(Institut Pasteur, Casablanca.) 


En 1946, nous trouvions dans le sud marocain, 4 Goulimine, 
des Hyalomma (H. savignyi) infectés de Rickettsia burneti (1). 
A cette époque, la Q. fever n’était connue que d’Australie et 
des Etats-Unis ; les travaux des Allemands, des Grecs et des Améri- 
cains sur la Balkan Grippe, alias Q. fever, n’étaient pas publiés 
ou n’étaient pas accessibles aux chercheurs; la répartition de 
cette rickettsiose apparaissait donc assez surprenante. Quel rap- 
port, quel lien pouvait unir |’ Australie 4 |’ Amérique et au Maroc ? 
- Comme rien ne pourrait justifier ’ apparition d’une méme espéce 
de rickettsie en plusieurs points du globe, aussi éloignés et aussi 
différents, force nous était de chercher comment Rickettsia burneti, 
peut-étre d’origine australienne puisqu’un réservoir de virus ver- 
tébré avait été trouvé dans le Queensland, avait pu gagner les 
autres régions ot se retrouve la Q. fever (2). 

Le fait que les tiques trouvées infectées et les tiques infectables 
appartiennent a plusieurs genres communs sur les animaux domes- 
tiques nous avait incités A supposer que ces derniers devaient 
au moins servir de supports, de vecteurs des tiques infectées et 


) G. Buanc, L.-A. Martin et A. Maurice, C. R. Acad. Sci., 1946, 223, 
438, 

(2) Depuis que nous avons trouvé un autre « réservoir de virus » au 
Maroc, le Merion, cet argument perd sa valeur et l’origine de la Q. fever 
n’est pas obligatoirement australienne. Cf. G. Branc, L.-A. Martin et 
A. Maurice, C. R. Acad. Sci., 1947, 224, 1673 et G. Buanc, J. Bruneau, 
L.-A. Martin et A. Maurice, C. R. Acad. Sci., 1948, 226, 607. 
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les transmettre a d’autres animaux domestiques au cours des trans- 
humances (3) et aussi peut-étre assurer la diffusion de l’infection 
4 travers le monde par l’intermédiaire des peaux et des laines. 

Le transport par ce que les vieux épidémiologistes appelaient 
le « fomes » (4), c’est-d-dire par support inanimé, parait bien 
étre la cause de l’intéressante épidémie de Q. fever observée 
récemment en Suisse par Wegmann (5). 

Si les animaux domestiques peuvent jouer le role de vecteurs 
passifs, ils pourront jouer un role encore plus important s’ils sont 
eux-mémes sensibles a l’infection et capables d’infecter les tiques 
qui se gorgent sur eux. : 

C’est pourquoi, dés le début de nos recherches sur la Q. fever, 
nous avons étudié la sensibilité de différents animaux domestiques, 
bovins, chiens, chameaux, agneaux et chevreaux (6) et recherche » 
si les tiques gorgées sur eux pouvaient s’infecter, 

Voici la relation succincte de nos expériences, 


INFECTION DES BOVINS (7). | 
l° Génisse 282. —: Inoculée le 14 octobre 1946; elle recoil 
4 cm* dans la cuisse gauche et 9 cm* par voie intrapéritonéale 
d’une suspension virulente de la rate et des tissus de la cuisse 
d’un cobaye qui a fait une trés belle réaction locale d’inoculation, 
riche en rickettsies. La génisse est sacrifiée le 22 octobre. Un 
fragment de rate est broyé en eau physiologique et 2 cobayes 


(3) Un fait d’observation récente est en faveur de cette hypothése. En 
décembre 1948, nous avons recueilli, avec le professeur Ch. Joyeux, au 
souk de Goulimine, dans le Sud marocain, des Hyalomma 9 (H. dro- 
medarii) gorgées sur des chameaux et infectées ; les chameaux venaient 
de Mauritanie, 4 plus de 1.000 km. au sud de Goulimine. Quels que 
soient les gites d’étape (qui peuvent étre A plus d’une semaine de 
marche) ot: se sont fixées les tiques sur ces animaux, il apparait que de 
gite en gite, a travers Je Sahara, la dispersion de l’infection est assurée. 
Nul doute qu’on trouvera des H. dromedarii infectés dans le sud de la 
Mauritanie. G. B. 

(4) Omne corpus inanimatum, ad quod haee transmissio fit, et quod 
pestilens venenum recipere, atque aliquamdiu servare potest appellatur 
fomes écrit Diemerbroeck 4 la page 58 de son Tractatus de Peste, Amste- 
laedami, 1665. 

(5) T. Weemann, Schweiz. med. Wochenschr., 1948, 78, 529. 

(6) G. Branc, J. Bruneau, L.-A. Martin et A. Maurice, C. R. Acad. 
Sci., 1948, 226, 607. 

(7) L’infection expérimentale a déja été réalisée en Australie, B. H. 
Derrick, W. Smirn et H. E. Brown, Austr. J. exp. Biol. a. Med. Sci., 
1942, 20, 115. Parker, aux Etats-Unis, infecte 2 vaches laitidres par 
inoculation intramammaire, mais inocule sans succes 4 génisses, R. R. 
Parker, E. J. Bern a. Davin B. Lackman, Am. J. Iyg., 1948, 48, 191. 
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- inoculés, un dans la cuisse, l’autre par voile intrapéritonéale. 
Ce dernier ne s’infecte pas, l’autre fait une infection avec une 
réaction fébrile légére et résiste & une inoculation d’épreuve. 

2° Génisse 2. — Inoculée le 23 janvier 1948. Le produit virulent ~ 


_ est constitué par la rate et les surrénales de 2 cobayes infectés 


et par le broyat de 100 Hyalomma infectés sur cobayes. D’innom- 
brables rickettsies sont décelées sur frottis du broyat de tiques. 
Le tout est dilué dans 50 em* d’eau physiologique et inoculé sous 
- la peau de l’encolure, 4 gauche. Réaction fébrile nette (v. courbe I). 
Le sang prélevé en période fébrile se montre virulent pour le 


_ cobaye. Il] ne l’est plus a l’apyrexie le 31 mars. 


Des boophiles 9 gorgées sont recueillies sur la génisse le 29 jan- 
vier, premier jour d’apyrexie, elles sont reeonnues infectées. 
D’autres, recueillies le 31 janvier, le sont également (passage 
_ positif'au cobaye). 

Du sang, pris a plusieurs reprises, donne une réaction d’agglu- 
tinalion positive avec notre antigéne de rhipicephales (8). 

Négative avant l’inoculation, elle est positive au 1/5 le neu- 
viéme jour, elle alteint le 1/10 du quinziéme au vingt-cinquiéme 
- jour et devient négative le trente-troisiéme jour. 

3° Taurillon. — Inoculé Je 23 mars 1948; 200 rhipicéphales 
nourris a |’état larvaire et 4 l’état lymphal sur des cobayes infectés 
sont broyés dans 20 cm* d’eau_ physiologique. Innombrables 
rickeltsies sur frottis. 15 cm* sont inoculés au niveau de. Ja 
hanche droite. L’animal fait une forte réaction fébrile du deuxiéme 
au septiéme jour aprés Vinoculation (v. courbe II). Le 24 mars, 
prise de sang, qui se montre virulent par inoculation au cohaye. 
Le méme jour, les larves de boophiles gorgées sont recueillies. 
Inoculées au cobaye, elles se montrent virulentes, 
~ Les réactions d’agglutination faites du deuxiéme jour au tren- 
tiéme jour aprés linoculation sont positives du quatriéme au 
trentiéme jour. 


De TOMA AaUNATS iyeaes abe weet eres 3) beh 6) te ADCO 

LOM OUP OOMMARTS reteset) dial och lahat 2) Ms 4/5 +44 

SOM OUR to eiL TS) Mehatal oA oe) eel ey bet ol ve 4/5 +++ 

A APMP TIEGORE WTA merits) oy Cnatotetse etakake tony! ce oe 4/5 ++++ 1/40 +++ 
SAAN OVE CSE RP UD) So sens ARN) Be Aiea inion YG ayaa ea rae ay AA i ea 

AGE OPA Oma vill Erte rsrac) te) isl yesh ed er be. ta, oe 4/20 +++4+4 1/50 +++ 

O5- MOULi Ora witlys sete ve. tacit s ».... 4/10 +4++4++ 1/20 +++ 

Oey OUT AMA ial tree Aelcet sit os Joey he 4/5 ++++ 4/10 + 


La réaction de déviation du complément’ reste douteuse ou 
légére. Le onziéme jour, elle est positive avec un sérum dilué 
au 1/4. 


(8) G. Branc, J. Bruneau, R. Porrror et B. Detace, Bull. Acad. Méd., 
1948, 132, 243. 
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Fic. 1. — Courbes de température de bovins , chiens, chameau, cheyreau 
au cours de la Q. fever éxpérimentale. 


Q. FEVER EXPERIMENTALE 


INFECTION DES CHIENS (9). 


1° Chien 1. — Inoculé le 27 avril 1948. Il recoit sous la peau 
de la cuisse gauche 6 em*® d’une suspension de la rate et des 
surrénales d’un cobaye et le broyat de 20 rhipicéphales infectés 
_ dans 20 cm*® d’eau physiologique ; l’animal fait une forte poussée 
_ de température pendant trois jours (v. courbe IV), il ne présente 
pas d’autre symptome d’infection. if eilen 
Le 29 avril, le sang est trouvé virulent (passage au cobaye). 
_ Le 30 avril, en pleine période fébrile, 3 Q de rhipicéphales 
_ gorgées sont recueillies sur le chien, broyées et inoculées a un 
- cobaye, qui fait une réaction fébrile d’interprétation douteuse. 
_ Le 4 mai, trois jours aprés la chute de température, 7 rhipi- 
_céphales Q gorgées sont prises sur le chien et inoculées & un 
_ cobaye qu’elles infectent. La réaction d’agglutination, suivie pen- 
_ dant cent six jours, était positive au 1/10 le soixante-deuxiéme 
- jour, elle l’était encore au 1/5 le quatre-vingt-onziéme jour. 


St jour: ema A9s8) os ee 4/5 ++++ 

ade youn (AMA GAS | eg ats. a 4/40 +4+++4+ 4/50 +4 

296 jour-(48 mai 1948)... cs. AiO set ABO) ae 

SUS HOMN VON MMAL A GTS) save a hier ete 1,50 +4+++ 

45° jour (10 juin 1948)... 2... ~. 4/20 +4+++4 1/40 ++ 

Spo OREM 20 PUI AGES eh skeet soi 4/10 ++++ 1/20 +44 
h O22 jour- (27 juin 1948). ye 2 ee. 4/40 +++ 4 

46 jour (6) jullefAg4s)- 2. ws AVS te 

SO our (45, Tuleh G43) = oe ao )h 4/5 +++ 

Hejour (26 juler 1948). 2. se. a: 4/5 ++++4 1/10 — 

AGG? jours (AOkaout A928). ees ee oh 4/5 — 


2° Chien 3. — Inoculé le 11 mai 1948. 
7 Il regoit sous la peau de la cuisse 10 cm* d’une suspension 
- de virus constituée par la rate et les surrénales d’un cobaye infecté 
- broyées dans 40 cm* d’eau physiologique. Réaction fébrile bien 
marquée pendant deux jours (v. courbe V). 
Du sang est prélevé le troisieme jour, la température étant 
_ & 89°8 et inoculé a un cobaye qui réagit. — 
: La réaction d’agglutination, recherchée pendant quinze jours, 
__reste négalive. 


INFECTION DU CHAMEAU. 
Un chamelon (C. dromedarius) est inoculé le 8 décembre 1947. 


I] recoit, 4 l’encolure, 15 cm*® d’une suspension virulente cons- 
tituée par le broyat de 100 rhipicéphales infectés ot se rencontrent 


(9) La réceptivité du chien a été démontrée par Derrick et ses colla- 
borateurs, E. H. Derricx, D. W. Jounson, D. Js W. Smirn et | EI De 
Brown, Austr. J. exp. Biol. a. Med. Sct., 1938, 46, 245. 
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@aeeeng AGGLUTINATIONS 
oe) DEVIATIONS OU COMPLEMENT 


L 4 ‘a 
DILUTION DU ipa 


Grapnigug 1. — Taux dagglutination et de déviation du complément du sérum 
d’un chameau au cours de la Q. fever expérimentale. 


Fic. 2. — Courbes de température de chevreau et ayueau 
au cours de la Q. fever expérimentale. 


yt 
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d’innombrables rickettsies. Forte poussée de température pendant 
trois jours (v. courbe III), : 

A l’acmé de la fiévre (41°) le virus ne peut étre isolé du sang. 
Au dixiéme jour, une seconde inoculation de sang au cobaye 
donne une réaction douteuse. 

La réaction d’agglutination est recherchée les troisiéme, neu- 
neuviéme et quarante-sixiéme jours aprés linoculation. Elle 
s’avére positive du neuviéme au trente-deuxiéme jour. Elle atteint 
1/60 le dix-huitiéme jour. 

La réaction de déviation du complément est légérement posi- 
live au vingt-cinquiéme jour, elle l’est encore au quarante-sixiéme 
jour et atteint son maximum au trente- deuxiéme jour (v. gra- 
phigue I). 


INFECTION DE L’AGNEAU. 


Agneau inoculé le 9 janvier 1947. Recoit dans la cuisse droite 
5 em* de la suspension virulente de 4 membranes du jaune d’ceufs 
embryonnés, broyées dans 40 cm’ de bouillon. 

Forte réaction fébrile (v. courbe VIII) du neuviéme au tre 
ziéme jour, accompagnée de boiterie et suivie d’un fort amai- 
grissement. Le sang pris au neuviéme jour se montre virulent 
(passage cobaye), l’animal inoculé le 30 janvier se montre immun. 


INFECTION DES CHEVREAUX (10). 


’ Chevreau 1. — Inoculé le 19 décembre 1946. Recoit en injection 
sous-cutanée, 4 la face interne de la cuisse gauche, 7 cm*® de 
suspension de la membrane broyée du jaune d’un ceuf dans 10 em? 
de bouillon. 

Réaction fébrile du deuxiéme au cinquiéme jour de l’inocula- 
tion (v. courbe VI), Réaction locale avec ganglion précrural trés 
augmenté de volume; l’animal parait abattu, il y a un fort 
amaigrissement, l’adynamie persiste longtemps aprés la chute 
de la température. 

Le sang prélevé le 23, alors que la température est 4 40°2, 
se montre virulent pour Je cobaye. Une réinoculation faite vingt 
et'un jours apres la premiére reste sans effet. Ni réaction fébrile, 
ni apparition de virus dans le sang. 

Chevreau 6. — Inoculé le 19 aott 1947. Il recoit a la face 
interne de la cuisse gauche 4 cm* d’une suspension dans 20 cm*® 
d’eau physiologique de 500 rhipicéphales adultes qui ont été 
infectés sur cobaye a l’état de larves et de nymphes et contiennent 
de trés nombreuses rickettsies. Un cobaye témoin inoculé éga- 


1 


(10) CaminopETros, en Gréce, a pu infecter des chévres laitiéres et 
retrouver le virus dans le lait. Ann. Parasit., 1948, 23, 107. 
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| lement avec 4 cm* de la méme dilution fera une trés belle t 


. ‘ 
ast. ‘ 


réaction. >) 
ie.) Le chevreau réagit trés fortement 4 l’inoculation. Longue et 
ney forte fiévre, amaigrissement, boiterie (v. courbe VII). 4 
oe Le 23 aott, prise de sang, alors que la température est 4 41°9.: 
ca | Le cobaye inoculé réagit. ; 
eae Le 380 aout, nouvelle. prise de sang, la température au douziéme — 
Ae jour de l’inoculation est 4 41°6 Vapres-midi, le sang est virulent. | 
at Il ne Vest plus le 5 septembre, au dix-huitiéme jour. ‘| 
a Les réactions d’agglutination ont été faites jusqu’au cent qua- ; 
i -_ rante-neuviéme jour. Elles étaient encore positives au cent trente- 
aie it cinquiéme jour. La réaction de déviation du complément est, dans — 
, =o q J P 
Se ensemble, restée négative, elle a été positive avec un sérum 
Te dilué au 1 14 du cent trente-cinquiéme au cent quarante-deuxiéme 
e jour (v. graphique 2). | 
‘ i 
eet * ’ 
> f en Sa Se as ee ee - ralens SE 
oe 
i Y { 
ee 
as Fhe ¥ 
ye fm Grvenigue 2. — Taux d’agglutination et de déviation 
3 Ge du complément du chevreau 6 au cours de la Q. fever expérimentale. 
arith Tableau des agglutinations. : 
Be by VBeramda 20-andt ABE. 0 Saf Gilets eho 4/3 +4+++ 
ae ; SOO Ot TORT yuh l See eT APA he ete 
meee. ‘E,septembre 141. .o > a ee » +. 4/40 +444 
j - 15 septembre. 1947 °:'. 8. ee 4/10 ++4-+4 
3h 22 septembre 1947... ..... PL ere 42 
ae 30 septembre 1947... 2... 2s 4/30 +++4++ 
mS: PM oetome gat, > eta 1/410 4-4 
Pe. 30 octobre 1947. a) 4 hye ede 6 4/20 4-4 
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En résumé, tous les animaux domestiques que nous avons ino- 
culés se sont montrés réceptifs A la QO. fever. Is font une infection 


z 


ébrile avec apparition x virus dans le sang. Ils peuvent infecter 


_ virus . De. ces faits, a ne faudrait pas conclure que les animaux 
-domestiques. constituent un véritable réservoir de virus. L’immu- 

mit é qui suit une ‘premiére infection n’en fait des animaux infec 
= ats | pour: leurs” Bees que pean une irés courte durée de 
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igs iequé ces aed eeu tones un considérable 
agent de transmission. Le véritable réservoir de virus reste ue 
dant Pacarien. rae 


- . EPIDEMIE DE GRIPPE 1948-1949 


: ETUDE SEROLOGIQUE ET EXPERIMENTALE DU VIRUS 


par P. LEPINE, V. SAUTTER, L. REINIE et J. MAURIN (’). 


a (Institut Pasteur. Service des Virus.) 
VF 
; L’épidémie de grippe qui a sévi en France et dans les pays 
. avoisinants au cours de Vhiver 1948-1949 a débulé en Italie a 
‘ l’automne 1948 et s'est élendue progressivement aux aulres pays 
a d'Europe, qui furent inégalement atteints.. Elle nous a donne 
- l'occasion de faire des observations intéressantes. Celles-ci 
~ a peuvent étre groupées en deux catégories 

1° Recherches sur les réactions sérologiques spécifiques des 
ia sujels atteints de grippe ou supposés tels. 
Soe 2° Isolement des souches du virus en cause et leur caractéri- 
iy sation par la détermination de leur type antigénique. 
ae 
. I. — Recnercues SEROLOGIQUES. 


Les examens sérologiques ont été en majeure partie pratiqués 
pendant les mois de janvier et février 1949. Nos recherches ont 
débuté alors que l’épidémie de grippe était déja établie en France : 
en fait, elle avail. commencé au moins un mois auparavant en 
Savoie, d’oti elle s’est étendue a travers la France en suivant une 
marche erratique. Les premiers cas*groupés sont survenus & Paris 
vers la fin de l'année 1948, l’épidémie y a atteint son point culmi- 
nant a la fin de janvier 1949. 
Nous avons recu au total les sérums de 204 sujets. Malgré les 
recommandations adressées 4 tous les médecins qui ont bien 
; voulu nous en envoyer, nous n’avons pu obtenir qu’un seul échan- 
tillon de sérum dans 48 des cas considérés ; par contre, cent cin- 
quante-six fois nous avons rvecu au moins deux échantillons 
correctement prélevés, 4 dix jours d’intervalle un de Vautre. 
Dans ce chiffre sont compris les quelques cas pour lesquels nous 
avons voulu suivre la courbe des anticorps; dans ce but, il a été 

) prélevé 3. échantillons (chez 15 sujets) ou 5 échantillons (chez 
1 sujet). 


Bien que parmi les 48 échantillons qui ont été recus en un seul 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 mai 1949 
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exemplaire, certains aient présenté un taux élevé d’ anticorps qui, 
en temps d’épidémie, pourrait étre considéré comme significatif, 
c'est uniquement sur les 156 sujets ayant fourni un double échan- 
tillon qu’ont porté nos statistiques. 


Trcunigue suivir. — La recherche des anticorps a été neue 


selon la technique d’hémagglutination précédemment décrite [4], 


avec la seule addition que ‘Tes examens ont toujours été conduits 
en séries paralléles avec les différents antigénes sur des suspen- 
sions d’hématies de poule et sur des suspensions d’hématies de 
cobayes dont la sédimentation se fait plus lentement que celle des 
hénraties aviaires. Nous avons parfois employé, a coté des suspen- 
sions d’hématies de cobayes, des suspensions d’hématies humaines 
du groupe O, sans avantage notable. 

Dans tous les cas, examen du sérum a été fait simultanément 
avec plusieurs anligénes préparés par le laboratoire. 

Ces antigénes ont été avant tout autre les antigénes classiques A 
(PR 8) et B (Lee). Mais dés le début des examens, il a été évident 
que nombre des sujets examinés ne réagissaient ni avec l'un ni 
avec l’autre de ces antigénes. Grace a l’obligeance du Prof. 
C. H. Andrewes, nous avons pu recevoir de Londres les souches 
caractérisant les virus isolés au cours des épidémies précédentes 
en Grande-Bretagne et en Suéde : la souche Barrett et la souche 
Gg. Nous avons comparé ces souches avec la souche américaine 
FM, (1947) et, enfin, avec la premiére souche que nous ayons isolée 
et qui sera désignée ci-aprés sous le nom de souche PL. 

L’ensemble de ces diverses souches, manifestement reliées au 
groupe A mais atypiques dans leur pouvoir antigéne, peut étre 
considéré comme formant le groupe anligénique qui a souvent été 
qualifié de A’ et que, pour la clarté de exposé comme pour la 
logique, nous préférons désigner sous le terme générique de 
groupe FM. Ces différents antigenes préparés par le laboratoire 
ont été employés pour l’examen des 156 sérums avec la fréquence 
suivante 


IBS (PR'S ach tants PF sjeas Priastt Riis set Patty MSCs a: 1.186 fois, 
BEQUICE ete Sear serine whee s SENN r inate heme hal at) eee ete Ack Mayo a OP a= 
Baretta ape seo aie Ml aIe Irn he Acta ohm ately ea aay sce Aha 
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Les résultats obtenus avec les différentes souches du groupe FM 
ont été, dans l’ensemble, remarquablement concordants, déduc- 
tion faite des différences propres aux particularités antigéniques 
de chaque souche. 

En outre, pour contréler la valeur de nos antigénes, les réactions 
ont été pratiquées au début, parallélement six fois avec un anti- 
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géne A provenant du Centre Mondial de la Grippe (D* Andrewes) 
et neuf fois avec un antigeéne B de méme origine : dans tous les 
cas, les résultats obtenus avec les antigénes préparés par notre 
laboratoire et ceux provenant du Centre Mondial ont été rigoureu-_ 
sement concordants. 

Enfin dans un petit nombre de cas, nous avons effectué sur les 
mémes sérums des réactions de déviation du complément avec des 
antigeénes préparés soit par le“Centre Mondial de la Grippe, soit 
par nous-mémes. Mais nous n’avons pas tenu compte des résultats 
obtenus dans ces examens qui ont porté sur un nombre trop limité 
de sérums pour revélir une valeur statistique. — 


. 


Riésuttats. — Les résultats bruts des 156 examens sérologiques 
pratiqués sur au moins deux échantillons de sérum du méme 
malade peuvent se résumer ainsi 

1° Sérums ayant présenté une augmentalion significative des 
anticorps pour le virus A seulement : cing (5). 

2° Sérums ayant présenté une augmentation significative des 
enticorps pour le virus FM seulement : douze (12). 

8° Sérums ayant présenté une augmentalion significative des 
anticorps a la fois pour le virus A et pour le virus FM :; cinquante- 
six (56). 

4° Sérums ayant présenté une augmentation significative des 
anticorps pour le virus B ; zéro (0). 

5° Sérums demeurés négalifs : quatre-vingt-trois (88). 

Nous avons tenu compte d’une augmentation de Il’inhibition 
Wun tube entre les sérums précoce et tardif dans le seul cas ou 
cette différence a été observée sur 2 lots différents d’un méme 
antigéne, 

Plusieurs remarques s’imposent 4 la vue de ces résultats bruts 

1° L’absence totale d’élévation du taux des anticorps du groupe 
B du virus grippal. On verra plus loin que l’isolement des souches 
confirme que ce virus doit étre complétement mis hors de cause 
en ce qui concerne la présente épidémie. , 

2° La majeure partie des résultats positifs porte sur des malades 
dont le taux des anticorps's’est élevé a la fois pour le virus A et 
pour le groupe FM : nous les qualifions de AFM, et cette simple 
conslatation confirme a la fois que le virus causal de 1’épidémie 
fait partie du groupe général des virus A, mais qu’i] différe de la 
souche A typique (PR8) dans la méme mesure qu’en différent les 
diverses souches. du groupe FM. 

3° Néanmoins un petit nombre de sujets ont réagi exclusivement 
soit pour le virus A typique (5), soit pour le virus FM (le) 

Nous verrons par l’examen des souches isolées que cette 
augmentation unilatérale, pour un type d’anticorps seulement, 
ne coincide pas nécessairement avec le type antigene du virus 


| 
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rencontré, chez le méme malade, et ayer? explication on en peut 
- donner. 

4° La proportion de sérums négatifs (83 sur 156) peut paraitre 
 élevée. En réalité, les cas négatifs nécessitent les remarques 

suivantes . 

: D’une part, ils comprennent un certain nombre de sujets pour 

9 lesquels le diagnostic clinique de grippe était hésitant, voire exclu ; 
ainsi en est-il des sérums provenant de la Clinique Infantile de 

_ Strasbourg (D* Heitzmann) ot étaient hospitalisés a la méme 
époque des nourrissons présentant un syndrome toxique grave 
dont il ne semblait pas a@ priori, malgré des arguments d’ordre 
épidémiologique, que l’infection fit due au virus grippal ; nous 
avons néanmoins joint ces examens A nos recherches tant pour 
élucider Vorigine d’un syndrome demeuré obscur, que pour servir 
de témoin aux examens de grippe ; de méme avons nous conservé i 
a titre de témoins les sérums de certains sujets dont le diagnostic, 

qui pouvait hésiter lors de l’élévation thermique du début, étaii 
déja reconnu non grippal a Ja date du 2° prélévement. 

D’autre part, d’aprés nos observations, il est évident qu’un 
certain nombre de malades qui ont été atteints de grippe clinique- 
_ ment typique, dans des conditions de contagion et d’évolution qui 
ne laissent place 4 aucun doute, n’ont néanmoins pas réagi a leur 
infection par une élévation significative du taux des anticorps. 
La preuve qu’il s’agissait néanmoins de grippe certaine chez ces 
sujets est apportée, comme on le verra plus loin, par |’isolement 
de souches de virus grippal a partir des sécrétions naso-pharyn- 
gées de certains d’entre eux (Fa./.). Il est donc incontestable que 
des affections grippales typiques peuvent, chez un certain nombre 
de sujets, ne pas étre accompagnées de réactions sérologiques 
caractéristiques. 

‘Ajoutons ici, 4 titre de simple remarque, que dans un cas de | 
_ grippe typique accompagnée de manifestations méningées, le 

liquide céphalo-rachidien du malade n’a renfermé a |’examen ni 
antigéne, ni anticorps de nature grippale 


ANALYSE DES RESULTATS. — L’examen détaillé des résultats de 
nos recherches permet quelques remarques suggestives. 


ORIGINE DES SERUMS SELON LES LocaLiTis. — Les sérums que 
nous .avons examinés provenaient des régions géographiques 
indiquées dans le tableau I. 

Il ressort de ce tableau que le spectre antigénique de |’épidémie 
a été sensiblement le méme dans les différentes régions d’ow 
provenaient les sérums examinés, et que , la vague épidémique 
présente de ce fait, comme on pouvait s’y altendre, une remar- 
quable homogénéité. 

Il ne faut guére s’étonner de voir que les régions qui ne nous 
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; TABLEAU |, 
4 AFM |NEGATIFS| TOTAL 
Praz-Coutant (Haute-Savoie) 
‘j Strasbourg Ae. a 6 eyes ae VW 
on, Cherbourg 2 
os Evreux... . 1 
Ne } Nantes 2 2 
Marseille . . 1 
Nevers 3 
ne Bale (D* H. Baur) 8 
; : Genéve:(D' J. Wirth) .... 7 


ont envoyé ‘qu’un petit nombre de sérums, comme Nantes el 
Nevers, ne nous aient fourni que des sérums dont les résultats 
étaient négatifs ; il s’agit dans ces cas de sujets pour lesquels le 
Ba diagnoslic posé par le clinicien demeurait hésitant, et a propos 

' duquel on envisageait en derniére analyse, et par élimination. 
‘ Vhypothése manifestement improbable d'une affection grippale. 
De fait, lorsque nous avons pu obtenir ullérieurement des rensei- 
gnements cliniques, de’ tels cas concernent presque toujours des 
malades atteints d’affections fébriles diverses telles que sinusite, 
broncho-pneumonie, voire fiévre typhoide. 

a ; Au contraire, les médecins, comprenant |’intérél des recherches 
X sérologiques, qui nous ont envoyé un nombre élevé de sérums, 

: les ont presque toujours prélevés sur des sujets effectivement 
atteints de grippe. 

Le tableau I ne représente done pas J’incidence relative de 
la grippe en différentes localités de lrance, mais simplement le 
degré dintérét que tel clinicien ou tel laboratoire francais ou 
suisse a bien voulu prendre a4 nos recherches (1). , 


ORIGINE SUIVANT LES GROUPEMENTS ET COLLECTIVITES. — Un 
; certain nombre de sérums proviennent de cas de grippe, prélevés 
par des confréres dans leur clientéle privée. . 

(1) Tl nous est agréable 4 ce sujet de remercier tout particuliérement 
notre éléve et collaborateur, le D™ Wirth, de Geneve, qui a bien: yvoulu 
nous envoyer de nombreux sérums dans des conditions toujours impec- 
cables et grace 4 qui nous avons pu, en outre, examiner l’évolution 
ultérieure de la courbe sérologique des malades. Au plus fort de l’épi- 
démie, alors que notre service menacait d’étre matériellement débordé 
par le nombre des examens a pratiquer, le D™ Wirth a bien voulu 
nous préter temporairement son assistante, M"° Vidoudez, qui, tout en 
s‘initiant aux techniques du laboratoire, a participé A ces travaux avec 
une conscience dont nous lui demeurons reconnaissants. 
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; Le plus grand nombre (les 2/3) provient au contraire de 

4 collectivités ou de groupements d’individus frappés par |’épidémie, 

~ el ont été prélevés presque simullanément. 

_  L’mtérét des sérums recueillis dans de telles conditions est 
évident, car ils doivent constituer un sondage assez fidéle des réac- 
tions a l’épidémie d'une collectivité donnée. 

a Nous avons ainsi pu réunir les examens portant sur les collec- 

_ tivités suivantes : 


% Tapieau II. / 

k ‘4 

: AFM |NEGATIFS TOTAL 

2 ees 

3 Créche (Seine) : aie 2 4 4 4 

| Préventorium (Seine- et- -Marne) ak: 4 7 441 

i Sanatorium (Haute-Savoie) . ‘ 3 7 40 

< Nopitaux parisieus. ... . shies 3 10 13 
Hopitaux militaires. ....... 43 49 32 
Astle Waliénés (Genéve). .. . ... ) 2 44 
Institut Pasteur (Paris). ..... 7 


-L’examen du tableau II suggére les remarques suivantes : les 
collectivités fermées d’ot proviennent les sérums sont fortement 
atteintes par la grippe : la proportion des examens posiltifs atteint 
9/11 (asile d’aliénés, Genéve), et 11/11 [préventorium de Dam- 
martin (2)]. | 

Par contre, les hépitaux parisiens ne donnent que 3 examens 
posilifs sur 13, ce qui montre que, la encore, les examens n’onl 
été jugés utiles qu’a titre de contréle pour élucider un diagnostic 

_ resté douteux. 


Une mention particuliére doit étre réservée aux examens prati- oe 
qués a l’Instilut Pasteur ot |’on voit que 19 examens sont restés Ng 
négalifs sur 31 pratiqués. Dans un petit nombre de cas, les sérums ea 
négatifs concernent des infections qui n’ont pas été de la grippe, 


mais ont été recueillis, comme nous !’avons dit plus haut, pour 
servir de témoins. Dans la majeure partie des cas ils concernent, 
au. contraire, des malades cliniquement atteints de grippe, mais 
n’ayant. pas réagi par Ja formation d’anticorps sériques. De telles 
observations ont déja été faites aux Etats-Unis (Finland, Barnes, 
Meads et Ory [2]; Rasmussen Jr, Stokes et Smadel [3)). 

-En ce qui concerne les hépitaux militaires (8), on remarque 


(2) Les sérums provenant du préventorium de Dammartin nous onl 
été, envoyés par le Dt Le Francois. ' 

(3) Les différents sérums que nous avons recus provenaient de Lyon 
(Professeur agrégé Sohier), Cherbourg (Médecin principal Moncouriecr), 
Marseille (Médecin colonel Blanc) et du Val-de-Grace (Médecin colonel] 
Jude). 
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que tous les sérums examinés appartiennent au groupe AFM ou 
sont négatifs. Cela tient A ce que les hépitaux militaires dispo- 
sant de laboratoires, ils ne nous ont guére envoyé que les sérums 
pour lesquels il existait un doute quant a |’interprétation des 
résultats obtenus. 

TAUX DES ANTICORPS ET LEUR VARIATION. — I. Sérums positifs. — 
— Le taux d’augmentation des anticorps constaté entre les pre- — 
miers examens (sérum précoce) et les deuxiémes (sérum tardif) 
donne, lui aussi, lieu A des observations intéressantes selon les 
types de réponse : BR ; 

d° Sujets n’ayant manifesté d’augmentation du taux des anti- 
corps gue pour le virus A (5 sujets). Cette augmentation est : 


\ 


4 fois de xX 2 
7 4 fois de xX 4 


2° Sujets n’ayant montré d’augmentation des anticorps que 
pour le groupe FM (12 sujets), Cette augmentation est : 


2 fois de x 2 
6 fois dex 4 
3 fois de xX 8 
4 fois de x 16 


3° Sujets ayant manifesté une élévation du taux des anlicorps 
a la fois pour le virus A et pour le groupe FM (56 sujets). Cette 
augmentation est : 
a) Pour le virus A : 
3% fois de 2 (60,7 p. 100) 


15 fois de X 4 (26,7 p. 100) 
7 fois de < 8 (42,5 p. 100) 


b) Pour le groupe FM : 


41 fois de % 2 (49,6 p. 100) 
15 fois de X 4 (26,7 p. 100) 
16 fois de X 8 (28,5 p. 100) 
41 fois de & 16 (19,5 p. 400) 
3 fois de X 32 (5,3 p. 4100) 


On voit par ces chiffres que l’augmentation des anticorps a 
alteint un taux beaucoup plus élevé pour les antigénes du 
groupe I'M que pour le virus A, ce qui met bien en évidence la 
prépondérance au cours de l’épidémie du type antigénique appar- 
lenant a ce groupe. ; 

Néanmoins, lorsque l’augmentation a élé faible, elle semble 
se manifester surtout pour le virus A (84 fois contre 11 fois), 
vraisemblablement meilleur antigene que les antigénes du 
groupe I'M. L’ensemble de ces constatations semble done établir 


=< 


oes A We aS eet ee , 


nar aS al 


- que dans le complexe A + FM que représente la mosaique anli- 
“géne du virus en cause, les anticorps pour le virus. A apparais- 


' des sérums de nourrissons, les taux rencontrés se sont toujours 
- montrés beaucoup plus bas que chez l’adulte, ce qui peut s’expli- 
_ quer soit par la moindre aptitude des nourrissons a former des 
anticorps, soit parce que, par suite de l’absence d’anticorps rési- 


-anticorps, quel que soit le nombre des examens pratiqués 
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sent plus facilement (et peut-étre plus précocement) et durent plus 
longtemps que les anticorps pour le groupe FM. Par contre, le 
taux alleimt par les anticorps du groupe FM est incontestablement 
_ plus élevé que celui alteint par ceux dus au virus A, prouvant 
ainsi une spécificité plus étroite de cet antigéne dans l’épidémie. 

I] y a lieu de remarquer que lorsque les examens ont porté sur 


duels découlant d’affections antérieures, ]l’épidémie en cause ne 
jouait pas comme chez l’adulle le role d’injection de rappel. Nous 
considérons par conséquent que chez Je nourrisson une élévation 
quelle qu’elle soit du taux des anlicorps sériques doit étre consi- 
dérée comme caractéristique. 


PERSISTANCE DES ANTICORPS. —- Nous avons pu, dans quelques 
cas, réexaminer a plusieurs reprises des sujets qui avaient 

montré, lors du premier examen d’un sérum tardif, une élévation | 
du taux des anticorps par comparaison avec le sérum précoce. 
De nouveaux examens ont pu étre pratiqués dans 13 cas 


a) 5 fois il n’a pas été constaté de modification du taux des 


(jusqu’a quatre examens nouveaux), 4 partir du quinzi¢me jour 
(1 cas) jusqu’au cent cinquiéme jour ; 

b) Une fois nous avons observé une élévation du taux des anti- 
corps entre le seiziéme et le quatre-vinglt-cinquiéme jour ; 

c) 7 fois une diminution du taux des anticorps, qui a été notée 
ie trente-quatriéme jour (1 cas) et le quatre-vingt-cinquiéme jour 
(6 cas). 

Il en résulte que, dans l'ensemble, le taux des anticorps atteint 
au cours de Vinfection se montre sensiblement constant au moins 
jusqu’au quatre-vingtiéme jour, et qu’au dela il commence a dimi- 
nuer chez la moitié environ des sujets atteints. tat 

Si on analyse, comme nous l’avons fait, Ja calégorie d’anti- a 
genes pour laquelle on observe la baisse la plus marquée des 
anticorps, on constate que les anticorps n’ont diminué que 4 fois 
seulement pour le virus A et que cetle diminution a dans tous les 
cas été d’un tube seulement (diminution de moitié), alors que pour 
le groupe FM, Ja diminution du taux des anticorps s’observe 
9 fois sur 12 et que cette diminution peut dans quelques cas aller 
jusqu’a 4 tubes (16 fois moins d’anticorps pour la souche PL par 
exemple). 

Il en résulte que les virus du groupe FM sont incontestable- 
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ment de moins bons antigénes que les virus A et que la diminu- 
tion du taux des anticorps, lorsqu’elle survient, porte d’abord sur 
la fraction FM des anticorps lorsque ceux-ci sont complexes 
(anticorps AFM). . 

II. Sérums négatifs. — Les sérums négatifs sont, par définiion, 
ceux sur lesquels il n’est pas observé d’élévation du taux des 
anticorps entre le premier et le deuxiéme prélévement de sérum 
(sérum précoce et sérum tardifl) effectués a huilt ou dix jours 
dintervalle au cours de la maladie fébrile. 

L’examen de ces sérums ne suggére que deux remarques 

1° D’une maniére générale, le taux des anticorps préexistants A 
ou B rencontrés dans les sérums ét résullant soit d’infections ulté- 
rieures, soit d’infections latentes, se montre beaucoup plus élevé 
pour le virus A que pour le virus B, étant bien entendu que les 
antigénes A (PR8) et B (Lee) employés dans la réactions, présen- 
taient des taux d’hémagglutination comparables. Les anticorps 
préexistants du groupe FM se sont en général montrés présents 
en tres petite quantité, voire totalement absents. 

Il en résulle que Vimmunité préexistante de la population 
parait ainsi étre beaucoup plus accusée vis-a-vis du virus A que 
vis-a-vis du virus B et que les virus du groupe FM ayant un 
moindre taux d’anticorps préexistants sont soit de moins bons 
antigénes, soit d’apparilion récente. 

2° Comme nous l’avons fait remarquer, il est évident, d’autre 
part, que parmi les sujets demeurés négatifs, il en est qui étaient 
authentiquement atteints infection grippale, ainsi que le prouve 
par ailleurs lisolement des souches a partir de leurs sécrétions. 

On pouvait se demander si chez de tels sujets il s’agit simple- 
ment d’un retard dans l’apparition des anticorps ou d’une absence 
compléte de production d’anticorps. 

Nous avons, pour éclaircir ce point, suivi l’évolution du sérum 
de 3 sujets ayant présenté un syndrome cliniquement qualifié de 
grippe, apparlenant a des groupes. ou collectivités ott au méme 
moment un syndrome analogue a déterminé chez d’autres indi- 
vidus V’apparition d’anticorps typiques, Réexaminé apres neuf, 
douze, seize, cinquante-sept, quatre-vingt-un ou quatre-vingt- 
cing jours, le sérum de ces sujets est demeuré constamment 
négatif, On peut en conclure seulement que les individus n’ayant 
pas réagi au cours de la période fébrile ne paraissent pas non 
plus réagir ultéricurement par une augmentation retardée des 
anticorps sériques. 


I]. — IsoLemMent ET IDENTIFICATION DES SOUCHES EN GCAUSR. 


1° Tronnigue. — En méme temps que nous recevions pour 


examen les sérums qui ont donné les résultats rapportés plus 
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haut, nous recueillions nous-mémes ou nous recevions de diffé- 
_ rents confréres des hépitaux un certain nombre d’échantillons 
de lavages de gorge destinés 4 la recherche du virus. 

“ 


h 


_ 78 gargarismes de malades ont été ainsi recus dont 57 accom- 
' pagnés de deux échantillons de sérums précoce et tardif du méme 


y 


~ malade et 21 pour lesquels un seul échantillon de sérum a pu 
4 
aa 


 étre recueilli; 6 de ces lavages de gorge ont été éliminés pour 
_ des raisons diverses (prélévements trop tardifs ou sujets atteints 
_ dune infection manifestement non grippale), de sorte que nos 
_ recherches ont porté sur les échantillons provenant de 72 sujets. 
_ Certains de ces échantillons ont fait l’objet de tentatives 4nmé- 
_diates d’isolement, soit sur le furet (une souche), soit sur ceufs 
- de poule incubés. 
En majeure partie, néanmoins, en raison de Jl’afflux des 
_ examens aussi bien que du manque temporaire d’ceufs fécondés 
- dont nous avons souffert, les prélévements ont été congelés et 
- conservés a la température de —24°C puis examinés ultérieu- 
_rement. Il y a lieu de remarquer du reste que cette maniére de 
 procéder, loin de nuire aux isolements, semble au contraire favo- 
“riser la récupération du virus puisque, dans l'ensemble, les 
 échantillons ayant subi une congélation prolongée nous ont 
- fourni une proportion de résultats posilifs supérieure a celle des 
_ prélévements examinés a |’état frais. Notre expérience sur ce 
_ point confirme done les observations faites par Panthier, Cateigne 
et Hannoun [4], qui ont constaté, avec les liquides allantoiques, 
que Ja conservation 4 basse température constituait un facteur 
de sélection du virus. 
Par contre, les prélévements qui ont été expédiés par la poste 
~¢t qui ont de ce fait voyagé vingt-quatre 4 quarante-huit heures, 


ont manifestement fourni un moindre pourcentage de résultats: 


- positifs que les autres. On peut en conclure qu’en cas de trans- 
~ fert a distance Ja congélation immeédiate du produit prélevé serail 
une pratique recommandable. 
_ En dehors de quelques souches qui ont été isolées a partir de 
-prélévements individuels, nous avons groupé les lavages de gorge 
recus en réunissant ensemble dans un lot commun (pool) les 
-lavages appartenant a des sujets provenant de la méme région 
cu de la méme communauté et ayant présenté les mémes réponses 
sérologiques 4 la recherche des anticorps. 

Les isolements ont été faits selon la technique aujourd’hui 
classique consistant 4 inoculer dans Je sac amniotique de l’ceuf 
incubé l’échantillon & examiner, additionné d’une faible quantité 
de pénicilline’ (50 unités par centimétre cube). Quarante-huit 
heures aprés, le liquide prélevé était immédiatement examiné du 
point de vue de son pouvoir agglutinant. sur les hématies de 
poule, et des passages effectués sur d’autres ceufs par voile amnio- 
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iique ou allantoide, méme si ce premier examen était négatif. 
Un second et un troisiéme passages étaient de méme effectués, 
les passages aveugles élant habituellement arretés au quatriéme. 
Pour les passages présentant une agglutination positive ltrée sur 


hématies de poule et de cobaye, la transmission d’ceuf a’ ceuf est 
adaptation | 


continuée et s’accompagne habituellement d’une 


brusque au liquide allantoique. 


Il y a lieu de remarquer a ce point de vue que parmi les sou- | 
ches isolées nous avons observé d’assez grandes différences dans 


l’aptitude a l’adaptation allantoique. Certaines souches, l'une en 
particulier du type A, se sont immédiatement adaptées dés le 
second passage & l’allantoide donnant une culture abondante d’un 
taux élevé, alors que d’autres souches, dont la souche n° 1 ou 
souche PL, du groupe AFM, continuent encore a l’heure actuelle 
4 montrer un faible taux de croissance dans J’allantoide et une 
préférence manifeste pour le liquide amniotique. 

Dans les conditions ci-dessus nous avons isolé au total 10 sou- 
ches du virus egrippal de la présente épidémie. 

Rappelons qu’en méme temps que nous obtenions notre pre- 
miére souche, Panthier, Cateigne et Hannoun [5], dans le labo- 
ratoire de Dujarric de la Riviére, isolaient de leur cété une souche 
dénommée D. 48, et que Wirth, de son cdlé, réussissait un isole- 
ment analogue 4 Geneve. Enfin, rappelons également que la pre- 
miére souche que nous ayons isolée, désignée au laboratoire 
sous le nom de souche PL, l’a élé a partir d’un lavage de gorge 
de un de nous, et que des échantillons du méme lavage ont 
permis en Angleterre au Prof. C. H. Andrewes d’une part, et 
au D®? Dudgeon d’autre part, d’isoler la méme souche, qui selon 
la classification de Andrewes est dénommée : A/Paris (PL) 1/49. 


ee ErupE pes soucnEes. — Les 10 souches que nous avons 
isolées ont été numérotées dans ]’ordre d’enregistrement et dési- 


——— EE, 


DENOMINATION : Tf 

du laboratoire TYPE ANTI OSNIQUE sold ane : 

| 

4's Ws. earl} AFM ‘A/Paris (PL) 1/49 | 

3 a (2) rM A/Paris (PL) ie | 
3. a ca als ie A A/Paris (PL) 3/49 
: p 1anta am , A A/Paris (PL) 4/49 
ie Pon (5) E A A/Paris (PL) 8/49 
6. te (6) . FM A/Paris IPL 6/49 
: oe (7) AL A/Paris (PL) 7/49 
3 7 is A A/Paris (PL) 8/49 
14 yt {2} alee ste A A/Paris (PL) 9/49 
eR On) tee ‘ A A Paris (PL) 10/49 


mene ess eissenestsnseensesensnessnssamnsnsst 
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gnées pour la commodité par le nom du malade a partir duquel 
lles ont été isolées (4). 

- Dans I’énumération ci-dessous, elles sont désignées a gauche 

par leur dénomination courante au laboratoire, et, A droite, par 

la dénomination qu’il convient de leur appliquer en suivant Ja 

“nomenclature proposée par C. H. Andrewes. 


fiques (sérums de lapins et parfois de furets), on voit que ces 
souches se répartissent suivant leurs types de la maniére sui- 


Ma TYPE NOMBRE NUMERO DE LA SOUCHE 
Z yee gt a ae Sot, Wty (3), (4), (5), (7). (8), (9), (10) 
re Pe Secrest cbs oan cee 2 ; (2), (6) 
UOMO SEN ou cee nk dis (4) 
RTE ag ae a 0 


Différentes d’aprés leur type antigénique, ces souches l’ont été 
également d’aprés leur comportement, ainsi que le montre I’ étude 
de leurs caractéres : 

~ a) Moment de: Vapparition du pouvoir agglutinant pour les 
hématies de poule ou de cobaye. — Le moment ot apparait 
V'hémagglutination positive aprés isolement et passage par voie 
-amniotique s’est montré trés variable d’une souche A l'autre. 
Dans tous les cas, lorsqu’on opére avec une souche récemment 
isolée, Phémagglutination obtenue est au début plus franche et 
plus caractéristique sur les globules de poulet que sur les héma- 
ties de cobayes, mais ces derniéres, par leur sédimentation plus 
lente, donnent des réponses plus nuancées et sont précieuses pour 
—confirmer les résultats. ; 

b) Taux d’ agglutination obtenus. — La encore, les taux obtenus, 
et qui se maintiennent aprés un nombre parfois élevé de passages 
sur les liquides de l’ceuf, varient beaucoup d’une souche a I’autre. 
Le comportement des souches que nous avons isolées semble étre 
du reste en relation avec leur type antigénique. Si on les classe 
d’aprés ce caractére on observe en effet que les taux d’aggluti- 
mation obtenus dés les premiers passages (quatriéme: ou cin- 
quiéme) avec nos souches sont les suivants 


Souches A : : 
4 souche agglutine&.... . aay eee Ae erga se PEA AL2OO 
4 souche agglutine@a.... . Pe as Roe Cues Seek 4 2.560 
SASOUCINES AT MGMT UC Amman sa sme ics cae A tee yh lot s| al ease aA (5.420 


4 souche aggluline au dela. 


(4) L’étude du pouvoir pathogéne de ces souches pour l’animal fera 
Vobjet d’un autre travail. 


_ D’aprés leur identification au moyen des immun-sérums spéci- 
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fe? Souches FM : 
i.souche,agglutine,&..". So ais 4 ese ee ee 
Ysouche aggiutine -& 4 ny) Ayan ae ee eae aye 


Souche AFM : 


‘ 
Ne dépasse pase je Ava tie. a mand ahve, fa tee ese aes fom enn 
3 Enfin, et c’est 14 peut-étre le caractére le plus important, qui 
* montre a la fois que toutes les souches isolées appartiennent a 
un méme groupe général, mais qu’elles sont constituées par une 
\ z sh : ’ 
hn mosaique d’antigénes, les souches que nous avons isolées n’ont 


pas nécessairement coincidé dans leur caractéristique antigénique 
: avec les réponses sérologiques données par Jes malades de qui 
: elles étaient originaires. Les souches se répartissent en effet ainsi 
par rapport aux malades d’ou elles proviennent : 
Sa 1° Grippés ayant des anticorps du type A : 1 souche FM ; 
2° Grippés ayant des anticorps du- groupe FM : 2 souches A ; 
. 3° Grippés ayant des anticorps AFM : 1 souche AFM, 1 sou- 
. che FM ;~ 
: 4° Grippés nayant montré aucun anticorps : 3 souches A ; 
5° Grippés pour lesquels u n’a pas été obtenu de sérum : 2 sou- 
ches A. 
Nous donnons enfin, ci-aprés, les caractéristiques particuliéres 
& chacune de nos souches lors de Jeur isolement. 


1° Soucns PL. — Obtenue a partir d’un mélange de lavages 
a de gorge prélevés sur un méme malade aux dates des 12 et 
13 janvier 1949. Les lavages se sont par ailleurs montrés patho- 
eénes pour le furet. Cette souche est isolée par passage direct 
intra-amniotique. Au premier passage elle donne une ageglutina- 
lion, sur hématies de cobayes seulement et avee le liquide amnio- 
tique. Au second passage on obtient un titre amniotique et allan- 
toique de 1/320. Au troisiéme passage, le virus est adapté a 
Vallantoide. Les passages ullérieurs relévent, mais faiblement, le ©| 
taux d’agglutination. Le titre dans Vallantoide ne dépasse que | 
rarement 1/640, la culture étant faite A la température de 32°. 
A 38° C, ce virus ne pousse pas (agglutination = 0). 
Les furets inoculés avec le virus développent dans leur sérum 
ces anticorps a la fois pour le virus A (PR 8) et pour la souche FM,. 
Le taux d’inhibition spécifique du sérum de furet est le méme 
avec les anligénes standards PRS et FM, : 1/820. Il s’agit d’un 
virus AFM, comme le montre Ja recherche du type antigénique 
praliquée a plusieurs reprises avec les antigenés amnioliques ou 
allantoides. 


EPIDEMIE DE GRIPPE 1948-1949 124 
; ; : Type antigénique 
ie (établi sur cing antigénes amniotiques ou allantoides). 
Ee 
, Sérums standards anti: . . . PR8 Lee. | Barrett | FM, PL 
F Titres d’inhibition des antigénes.| 1/320 0 4/2 560 | 1/4.280} 1/2.560 
; a 4/1.280 
ATE ESSE SE APTS DES ISAS AA OE 1S CREOLE LS" Me METER EID cS RIE SO AE ENP DESEO DEAD RTT 
oe La souche est done bien AFM. 


2° Soucue Mau... — Obtenue a partir d’un mélange de trois 

lavages de gorge, les malades ayant tous des anticorps pour le 

virus A. L’analyse ultérieure des produits d’origine a montré que 
la virulence provenait du malade Mau... 

: L’ageglutination devient positive au troisieme passage. L’adap- 
tation a l’allantoide ne se fait qu’aprés le quatriéme passage sur 
amnios. Le taux atteint alors : allantoide 1/2.560, amnios 1/1.280. 
Par titrage de l’effet empéchant des sérums standards on obtient : 


Type antigénique (établi sur quatre antigénes). 


Sérums standards anti : PR8 Lee FM, 
Titres d’inhibition des antigénes “| 4/40 0 ou 1/40 4/ 2560 
3° Soucne Grin... — Origine : mélange de lavages de gorge 


de 4 malades parisiens dont aucun n’a montré, ni au cours de la 
erippe, ni ultérieurement, d’élévation du taux des anticorps. Le 
passage est fait sur amnios, les premier et deuxiéme passages ne 
montrant pas d’agglutination. L’agglutination devient positive 
faible avec le liquide amniotique, au troisiéme passage. On obtient 
au quatri¢éme passage : allantoide 1/320, au cinquiéme passage 
allantoide 1/5.120. 


Type antigénique (établi sur quatre antigénes). 


Sérums standards anti : PR8 Lee. Barrett. PL 
Titres d’inhibition des antigénes. 1/5.120 0 4/460 | 4/160 
(1 fois : 1/40.240).) ou 1/40 


4° Soucne Cwantar. — Mélange de deux lavages de gorge 
d’une créche parisienne dont les malades ont montré des anti- 
corps du groupe FM. L’agglutination est positive dans ]’amnios 
au deuxiéme passage ; au troisiéme passage, allantoide : 1/640. 
Le titre augmente ensuite pour alteindre au sixiéme pas- 
sage 1/5.120. 


oa Ta ten J —_ ¥ go © i =! — iP. to a te 
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Typo antigénique (établi sur quatre antigénes). 
Sérums standards anti:  ... PRS Lee Fe, 
Titres dinhibition des antigénes. 4/1 280 1/160 4/160 


— ea 


5° Soucne Ba... — Origine : H6pitaux parisiens. Il s’agit d’un 
lavage de gorge envoyé sans le sérum correspondant du malade. 
Ageglutination positive dans l’amnios au troisiéme passage. Qua- 
triéme passage : allantoide : 1/2.560. 


Type antigénique (établi sur quatre antigénes), 


Sérums standards anti: . : PRS Lee Barrett PL 
Titres @inhibition des antigénes.| 4/5 120 4/80 4/40 4 40 
et 1/10 240] et 1/160 | et 1/160 | et 4/160 


Il s’agit d’une souche A typique. 


6° Soucne Co... — Malade du Havre dont la formule sérolo- 
eique est AFM. Ageglutination faible dans l’amnios au troisiéme 
passage ; quatriéme passage : allantoide, 1/320; cinquiéme pas- 
sage : allantoide, 1/1.280. 


Tvpe antigénique (établi sur quatre antiqénes). 


Serums standard~ anti: re PRS Lee Barrett PL 
Vilres dinhibition des untigénes. 0 0 Jusqu'a Jusqua 
et 1/40 | et 4/40 | 4/20.4x0 | 41/40 240 


I] s’agit d’une souche I°M typique. 


7° Soucne Nou... — Mélange de deux lavages de gorge de 
grippés dont la formule sérologique est FM. Agglutination posi- 
live dans l’amnios au troisiéme passage ; qualriéme passage : 
allantoide, 1/2.560 ; cinquieme passage, 1/5.120. 


Type antigénique (établi sur trois antiaénes). 


Sérums standards anti : PRS Lee Barrett PL 
Titres dinhibition des antigénes | 4/2 560 4/x0 1/40 1/160 


EEE 


8° Soucne Fa... — Malade de l'Institut Pasteur dont le’ sérum 
na permis de meltre en évidence aucun anticorps malgré de mul- 


ys 
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tiples examens. Le lavage de gorge donne, au premier passage, 
une agglutination _amniotique positive. L’ageglutination dans 


Z Pallantoide atteint au cinquiéme passage 1/1.280 et au sixiéme 
F passage 1/5.120. 

me Type antigénique (établi sur quatre antigénes). 

: Seruts stan tards anti PRs Ler PL 

Ff titties vich bition des antigénes. 4/2 500 1/80 4/x0 

® 9° So cue Wa... — Un groupe d’ceufs est inoculé avec des 


lavages de gorge de Dag erippés dont 9 de 1’Institut Pasteur et 

22 de Cherbourg, malades dans le sérum desquels il n’a pu étre 
mis en évidence aucun anticorps. 

Au premier passage, six des liquides amniotiques individualisés 
donnent naissance a une agglutination faible, douteuse. De nou- 
veaux passages sont elfectués avec chacun des lquides amnio- 
tiques et demeurent sans résultat, sauf pour deux d’entre eux, 
provenant de malades de I’Institul Pasteur, qui donnent une agglu- 
tination fatble au troisiéme passage. Ces deux liquides amnio- 
liques son’ mélangés et au qualri¢éme passage on voit apparaitre 
une agelulination franchement positive, non titrée, avec le liquide 
amin olique. 

Au cincuiéme passage, le titre atte:nt 1/1.280 et s’y maintient 
jusqu’au neuviéme passage. 


Type antigénique (établi sur huit antigénes). 


S roms -t ndards nti : ee! PRS Lee F\Y 
/ Tilres dinhibitio: des anti é@nes. 1/2 560 4/80 a 1/160 4/40 a 41/80 


10° Soucne Cu... — Origine : un malade de I|’Institut Pasteur 
pour lequel il n’a pas été recueilli de deuxiéme sérum. Au 
deuxiéme passage sur amnios, agglutination positive. Troisiéme 
passage : allantoide, 1/1.280; cinquiéme passage : allantoide, 
1/5.120. 


Type -entigénique (établi sur onze antigénes). 


Sérnms standards anti: — . PRX Lee Barrett PL 
Titres @inhibition des antigénes. 4/2 560 1/40 1/40 4/80 
a 1/5 120 a 1/0 


Pa SSE SSE PIE RE SSE PES ES BE OSE SE SD EAS RUSE LE AE A PEE AS 


En résumé, si nous groupons les caractéristiques des souches 
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isolées selon leurs réponses aux différents types anligéniques, 
nous voyons qu’elles forment ainsi un éventail a peu pres complet 
allant graduellement du type A pur (souche Ba...) au type FM 
pur (souche Co...) en passant par le type AFM (souche PL) 
ov les deux antigénes se rencontrent en parties égales. . 

D’autre part, nous constatons également que le type anligé- 
nique prédominant dans les virus isolés ne correspond pas néces- 
sairement A celui pour lequel le malade développe un taux 
maximum d’anticorps. 

Ces constatations confirment une fois de plus l’étroite imbri- 
cation existant entre les souches du groupe FM et le virus A 
typique. S’il est indiscutable que les souches du groupe FM sont 
antigéniquement reliées au virus A, ces souches ne peuvent néan- 
moins pas étre considérées uniquement comme un sous-groupe 
du virus A puisque les anticorps du groupe IM peuvent appa- 
raitre soit parallélement aux anticorps A, soit indépendamment 
d’eux. ; 

Signalons pour terminer que cette pluralité antigénique se 
retrouve sur les 5 souches romaines que le Professeur Babudieri 
a bien voulu nous adresser et qui se comportent dans |’ensemble 
comme nos propres souches, en particulier la souche PL. 

De la sorte, nos constalations soulignent, d’une part, la richesse 
de Ja palette antigénique des virus appartenant au groupe A et, 
(autre part, élablissent, du point de vue épidémiologique, Punité 
du virus grippal qui a sévi sur |’ Europe pendant l’hiver 1948-1949. 

Nous avons dans une premiére note [6] fait ressortir la parenté 
de ce virus avec les souches isolées en 1947, soit en Grande- 
3retagne (souche Barrett), soit en Suede (souche Gg), souches 
elles-mémes apparentées 4 la souche FM,, d’origine américaine, 
identifiée en 1947. 

Comment expliquer a la fois cette analogic et ces différences ? 

Le comportement si discordant par rapport au virus A de toutes 
ces souches apparentées au virus FM, n’aurait pas manqué de 
frapper les chercheurs si Je virus avait été rencontré avant 1947. 

La parenté qu’offrent entre eux ces virus avec la souche A et 
les différentes souches que l’on’ rencontre au sein méme du 
groupe FM, virus représentés par les souches FM,, Barrett, Ge. 
nos propres souches, celles de Carlinfanti [7], de Babudieri el 
de Wirth, souches qui, tout en présentant entre elles une évidente 
proximité, montrent néanmoins des différences  significatives, 
semble en faveur d’une mutation ou tout au moins d’une évolution 
actuelle du virus A. 

Signalons enfin que le fait que des cas isolés de grippe aient 
en 1947 permis l’isolement de souches du groupe FM en Grande- 
Bretagne et en Suede, semble avoir protégé ces pays contre 
’épidémie qui a fait cet hiver, A travers l'Europe, un gran 
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nombre d’atteintes heureusement bénignes dans l’ensemble. Ce, 

fait est de nature a confirmer les observations de Salk et de 

Francis établissant que |’état d’immunité d’un nombre relative- a 
ment restreint d’individus dans une communauté suffit souvent a 
a protéger l’ensemble du groupe contre les manifestations épidé- Fr. 
miques de la grippe. js 


Conclusions. cet 


L’étude 4 laquelle nous avons procédé confirme et précise les ll 
conclusions de nos recherches préliminaires 

1° Les réactions sérologiques des malades comme l'étude du 
virus (10 souches isolées) au cours de la récente épidémie de 
grippe montrent que le virus en cause présente chez |’ensemble i 
des sujets les mémes caractéristiques eénérales qui permettent s 
d’attribuer |’épidémie a un virus appartenant au groupe général B 
des virus du type A. ; 

2° Il existe néanmoins des différences marquées dans le com- * 
portement, le type antigéne et la réponse sérologique des souches ‘is 
isolées, l'ensemble de ces souches présentant toute une gamme de , 
caractéres allant des souches A typiques aux souches FM’ 
typiques. 

3° Ce caractére.donne a penser que l’on assiste actuellement 
& une évolution des souches du type A, sans que l’on puisse dire 
sil s’agit lA d’un virus en perpétuelle évolution ou du passage, 
en cours de réalisation, d’un type de virus a un autre. 

4° Un nombre important de sujets semble ne pas réagir a V’in- : 
fection grippale par Ja formation d’anticorps sériques, bien que 
présentant des manifestations cliniques de la maladie. Il est néan- F 
moins possible d’isoler des souches grippales chez ces malades, 
sans que l’on puisse dire si la proportion des souches isolées 
chez ‘ces sujets est aussi élevée que chez les sujels ayant présenté 
des réactions de type sérologique classiques. 

5° Les souches appartenant au groupe FM se montrent de moins 
bons antigénes que les souches A typiques, bien que les taux 
d’anticorps sériques déterminés par l’antigéne FM aient été plus 
élevés A la période aigué que les taux déterminés par le virus A. 
Ce dernier provoque des anticorps persistant plus longtemps que 
les anticorps FM dont le taux commence 4 diminuer avant celui 
des anticorps A. 

6° Dans l’ensemble, les taux d’anticorps déterminés chez les 
wales ont alteint leur maximum dés la seconde semaine aprés 

Vinfection et persistent a ce niveau au moins jusqu’au quatre- 
vingtiéme jour. Il n’y a pas d’apparition tardive des anticorps. 
La disparition précoce de ces derniers est exceptionnelle. 

7° Nos observations confirment, tant du point de vue des réac- 


—oo Fat oD th eee Ree ae sak | 
b 2 : , rf t 
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tions sérologiques que des virus isolés, que le virus B n’a pris 
aucune part a l’épidémie étudiée. 

8° Du point de vue technique, la congélation préalable et le 
stockage des lavages de gorge a la température de — 24° paraissent 
netlement favoriser Visolement ultérieur des souches par inocu- 
lation directe dans l’amnios de l’ceuf de poule incubé. Avec les 
virus fraichement isolés, les réactions d’hémagglutination sont 
_plus précocement et plus franchement positives lorsque cette réac- 
tion est recherchée au moyen des hématies de poule, mais les 
suspensions d’hématies de cobaye sont particuliérement utiles 
pour trancher les cas douteux. Les hématies humaines présentent 
le méme avantage. 

En régle générale, ]’adaptation allantoique des souches a été 
obtenue avec nos souches dés le quatriéme passage sur |’ceuf. 
Les caractéres antigéniques des souches se sont maintenus au 
cours des passages ultérieurs. 
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CONSIDERATIONS BiOCHIMIQUES 
SUR LE MODE D'ACTION DE LA PENICILLINE 


par Francois GROS et M. MACHEBOEUF 


(avec la collaboration de Urr RAMBECH et Corerre LATTERRADE). 


(Unstitut Pasteur. Service de Chimie microbienne.) 


Dans un premier travail, nous avons montré que la pénicilline 
inhibe la libération d’acide phosphorique a partir de |’adénosine 
triphosphate (A. T. P.) par des suspensions de Clostridium sporo- 
genes non proliférant [4] sans intervenir sur les transphosphory- 
lations du domaine glucidique. 

Peu aprés, nous avons constaté que la pénicilline inhibe éga- 
lement le catabolisme d’autres ribonucléotides (acide adénylique, 
acide guanylique) [2, 3]. 

A la méme époque, Krampitz et Werkman, en Amérique [4], ont 
constaté que la pénicilline inhibe la consommation d’oxygéne 
pendant l’oxydation du ribose de composés ribonucléiques par des 
suspensions de staphylocoques préalablement déshydratés (1). 

Nous avons montré, par la suite {8], que la consommation 
du ribose nucléique et nucléotidique par une bactérie anaérobie 
stricte (Cl. sporogenes) vivante non proliférante est inhibée par la 
pénicilline. 

Depuis lors, ont paru plusieurs travaux confirmant |’interférence 
entre pénicilline et métabolisme ribonucléique. Exemples 
1° Boivin et al. constatent [5], chez des cellules soumises & |’action 
de la pénicilline, une forte diminution de la basophilie du cyto- 
plasme qui perd en outre sa capacité de bipartition tandis que les 
noyaux continuent a se diviser ; 2° Vendrely [6], puis Gale [7], 
étudiant des bactéries croissant en présence de doses subléthales 
de pénicilline, notent que la synthése de l’acide ribonucléique est 
freinée ; 3° Dufrénoy et Pratt [8], puis Bellamy et Klimek [9], 
observent que les staphylocoques traités par la pénicilline perdent 
leur caractére Gram-positif que l’on a attribué (Henry et 


(1) Le d-ribose lui-méme, le ribose 5-phosphate, ainsi que le ribose 
des mononucléotides puriques ne sont pas consommés par le staphy- 
locoque. dans ces conditions. D’autre part, la pénicilline n’inhibe pas 
la désintégration des composés 4 désoxyribose. 
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Stacey [40]) & un complexe protéine-acide ribonucléique-magné- 
sium, D’ailleurs, les staphylocoques devenus pénicillinorésistants 
présentent des parties Gram-négalives [9]. 

Des lors, on peut se demander quelle est létape du métabolisme 
ribonucléique sensible a la pénicilline. On dott en outre chercher 
comment Laction sur ce meétabolisme peut rendre compte des 
divers troubles biochimiques que la pénicilline apporte aux autres 
processus mélaboliques des microbes. , 

Des hypothéses ont été émises sur ce point : “eh 

Frieden et Frazier [441] ont pensé que la pénicilline agirait sur la 
ribonucléase. Massart [42] a méme cru observer que la pénicilline 
détruisait l’activité de la ribonucléase, mais le substrat utilisé 
dans ses expériences était simplement une suspension de cellules 
de levures et le critére d’action de la ribonucléase était un simple 
examen histologique peu spécifique. 

Nous avons repris le probleme en mettant en ceuvre de la ribo- 
nucléase cristallisée et de Vacide ribonucléique trés purifiés et 
nous avons conslalé que la pénicilline esl sans aucune action sur 
la dépolymérisation de Uacide ribonucléique par la_ ribo- 
nucléase [43). 

Nous sommes bien certains que le métabolisme des poly- 
nucléotides a ribose est inhibé par la pénicilline ; nos expériences 
sur ce point sont trés concluantes [3], mais nous pensons que cette 
inhibition résulte de Vinhibition de la dégradation des mono- 
nucléolides que nous avons mise en évidence d’autre part. La péni- 
cilline bloquant la lyse des mononucléotides, maintient ceux-ci 
intacts dans le systéme et freinerait ainsi la dépolymérisation de 
acide ribonucléique soit par simple action de masse (2), soit par 
inhibition indirecte de la ribonucléase (cette inhibition de enzyme 
par les mononucléotides a élé effectivement constatée par 
Zittle {44}. 

Le probleme principal consisle, selon nous, & délerminer sur 
guel processus du catabolisme des mononucléotides agit Il anti- 
biotique. 

Le premier mononucléotide dont nous avons noté la protection 
par la pénicilline était A. T. P. [4] (expériences effectuées avec 
des suspensions de Clostridium sporogenes non proliférant). On 
pouvait penser a une action sur |’A. T. P. base de la bactérie. 
Nous avons done cherché si la pénicilline inhibait l’activité des 
syslémes enzymatiques, dépourvus de cellules, qui déphospho- 
rylent A. T. Pet les mononucléotides : 1° dans un premier 


(2) Schmidt et al. [47] ont montré que la ribonucléase ne produit 
pas seulement, comme on le pensait, la coupure des polynucléotides en 
tétranucléotides, mais libére des mononucléotides. On concoit done que 
des mononucléotides puissent, par action de masse, freiner la réaction. 
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travail nous avons vu que les extraits de muscles déphosphorylent 
PA.T.P. aussi bien en présence de pénicilline qu’en |’absence 
dantibiotique [45]; 2° nous constatons aujourd’hui que la péni- 
cilline est dépourvue d’effet vis-a-vis de la mononucléotidase intes- 
tinale agissant sur des mononucléotides puriques ou pyrimidiques 
purifiés pris isolément ou mélangés. ‘L’enzyme fut préparé selon 
Alberts [416]. Voici a titre d’exemples deux de nos expériences : 

Premiere expérience. — Essai portant sur de l’acide adénylique 
purifié. Les chiffres sont donnés en microgrammes d’ions phospho- 
riques trouvés aprés des durées de contact diverses dans 1 ml. 
d’un mélange qui contenait 2 mg d’acide adénylique et 20 micro- 
grammes de notre préparation enzymatique. La' température était 
40° C; le pH était 7,5 (tampon boraté 0,035 M). La dose de péni- 
cilline éprouvée ici était considérable : 1.000 U. O. par millilitre. 
Les dosages d’ions phosphoriques furent effectués par la méthode 
de Briggs [48]. 


DUREE DE L’EXPERIENCE 


1 heure 3 heures 6 heures 


Sans pénicilline . 
Avec pénicilline . 


Deuxiéme expérience. — Essai portant sur un mélange de 
nucléotides. Chaque millilitre contenait un total de 2 mg. de 
nucléotides purifiés (acide adénylique, acide guanylique, acide 
cytidilique et acide uridylique en quantités égales), en présence de 
20 microgrammes d’enzyme par millilitre. Dans cette expérience, 
nous avons fait varier la concentration en antibiotique depuis 1 
jusqu’a 1.000 unités par millilitre de mélange. Les résultats sont 
donnés en microgrammes d’ions phosphoriques présents aprés 
quatre-vinget-dix minutes 4 40° C a pH 7,5 (tampon borate). 


CONCENTRATION EN PENICILLINE 
(unités Oxford par ml.) 


Témoin 
sans 
pénicilline 
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aque nous avons obtenus ; ils confirment tous que la _pénicilline 
n'a pas d’action inhibitrice, méme & trés haute dose, sur la déphos- 
phorylation des mononucléotides par la mononucléotidase unles- 
tinale. ; 

A titre de comparaison, nous avons éludié également d’autres 
antibiotiques : streplomycine et tyrothricine qui se sont, eux aussi, 
avérés sans action inhibitrice sur la mononucléotidase intestinale. 

A titre de confirmation nous donnerons les conclusions d’expé- 
riences encore inédites effectuées avec nous par M" Colette 
Latlerrade sur le Staphylococcus albus. On sait que ce genre 
posséde une mononucléotidase trés active [49] et effectivement la 
pénicilline n’inhibe pas la déphosphorylation des mononucléotides 
par des suspensions de ce microbe non proliférant. 

Puisque la pénicilline inhibe la libération d’ions phosphoriques 
a partir de lA. T. P. ou des mononucléolides chez Clostridium 
sporogenes et puisque, comme on vient de le voir, elle n’agit pas 
sur les phosphatases spécifiques de ces substrats (adénylpyrophos- 
phatases et phosphomonoestérase), on est obligé de penser que 
chez le Clostridium, la production d’acide phosphorique aux dépens 
des mononucléotides ou de lA. T. P. ne résulte pas du simple 
clivage direct de la copule phosphorique, mais d’une chaine de 
processus plus complexes. D’ailleurs nous avons constaté que 
Clostridium sporogenes, qui ne renferme que des traces des 
nucléosides, contient des purines libres en quantité relativement 
considérable (8). 

Il est done fort probable que le Clostridium puisse dégrader les 
mononucléolides par un processus alypique (comme certains 
hacilles sporogénes étudiés en 1932 par Me Fayden [20]. On doit 
penser au schéma suivant : 


4° Base-ribose-phosphate .. ..... base + ribose-phosy hate. 
2 Ribose-piuosphatew. =. + ss loa) cae ribose +- phosphate. 


inhibition par la pénicilline du catabolisme des mononu- 
cléotides chez le Clostridium peut résulter de l’une ou l’autre des 
actions suivantes : 

a) Inhibition de la coupure entre base et ribose-phosphate. 

b) Inhibition du catabolisme du ribose-phosphate ou du ribose 
qui en dérive (A). 


(3) Cette hypothése est également soutenue par le fait suivant (Dic- 
kens, 1938 [24]) : des organismes évoluant en anaérobiose (levures) 
peuvent fermenter le ribose-5-phosphate en libérant CO,, H,0, POH, 
et une substance indéterminée renfermant deux atomes de C. 

(4) A l’appui de cette deuxitme hypothése, on peut peut-étre invoquer 
le fait suivant : les staphylocoques, en devenant pénicillinorésistants, 
perdent en grande partie leur pouvoir oxydatif vis-A-vis de nombreux 
substrats glucidiques autres que le glucose [9]. 


\ 
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Quoi qu'il en soit de l’intimité de cette inhibition, elle est un fait 

_ évident, d’une netteté remarquable, comme le prouvent nos tra- 

_ vaux antérieurs et leurs confirmations étrangéres. Faut-il voir 1a 
le point central de l’action antibiotique de la pénicilline ? 

Lorsque la pénicilline agit sur une bactérie, on peut observer 
des influences sur divers processus biochimiques : 

1° Freinage de la lyse bactérienne dans les émulsions non pro- 
liférantes [22]. 

- 2° Lyse des bactéries en croissance. 

| ° Inhibition de la réaction de Stickland chez Clostridium 

~ sporogenes [23]. 

° Inhibition de la captation de l’acide glutamique par les 
staphylocoques [24]. 

5° Modification du potentiel d’oxydoréduction. 

- Ces actions sont-elles directes ou indirectes ? L’action sur les 
nucléotides n’est-elle pas primitive, les autres actions n’étant que 
des conséquences de l’action sur les nucléotides ? 

Les réles des mononucléotides chez les bactéries sont mal 
connus. On sait cependant que l’acide adénylique intervient comme 
cofacteur dans des transphosphorylations glucidiques. I] joue 
probablement un rédle dans des transphosphorylations accompa- 
enant l’action de certaines déshydrogénases. 


Krampitz et Werkman [4], reprenant une hypothése déja émise 


par Richardson, en 1936 [25], attribuent aux nucléotides pyrimi- 
diques un role dans certaines phosphorylations inconnues, rdéle 
- comparable a celui que joue |’acide adénylique. Cette hypothése 
est peut-étre valable, mais nous pouvons en tout cas affirmer que 
V’action de la pénicilline ne porte pas sur l’intervention de nucléo- 
tides dans des processus de phosphorylation du métabolisme des 
hexoses, car ces processus de phosphorylation se sont montrés 
insensibles 4 la pénicilline [45]. 
Envisageons successivement les diverses manifestations de la 
pénicilline sur les microbes : — | 


I. FREINAGE DE LA LYSE BACTERIENNE DANS LES EMULSIONS NON 
PROLIFERANTES. — La pénicilline, 4 concentration suffisante, freine 
V’autolyse des suspensions non proliférantes de Clostridium. Hirsch 
et Dosgogru [26], sans appui expérimental, admettent également 
une inhibition des enzymes autolytiques par la pénicilline. Nous 
avons montré que la pénicilline n’inhibe pas les enzymes protéo- 
lytiques du Clostridium [27]. Mais on sait (Stacey et Webb [28] 
que la premiére étape de l’autolyse microbienne est une décom- 
position du complexe ribonucléoprotéique. On peut donc penser 
que le freinage de l’autolyse par la pénicilline est une consé- 
quence de l’inhibition du catabolisme nucléoprotéique, 

On sait que la pénicilline 4 dose subléthale, agissant sur des 
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bactéries en croissance, entraine leur lyse au lieu de la freiner, 
comme dans le cas des bactéries non proliférantes. Mais la dose 
de pénicilline est alors trés faible. Envisageons ce point : 


II. Lyse pes BACTE:RIES EN CROISSANCE. — Le phénoméne de lyse 
est tres compliqué et peut relever de causes trés diverses encore 
mal étudiées. La lyse’ par la pénicilline se produit & un instant 
précis, aprés une période de bactériostase. On a pensé, sans argu- 
ment solide, a une action de la pénicilline sur la tension super- 
ficielle. On a pensé A une activation d’enzymes autolytiques 
inconnus [29]. Les seuls enzymes protéolyliques pour lesquels une 
activation fut observée sont les dipeptidases [80, 27], mais ces 
enzymes n’agissent vraisemblablement qu’aux termes ultimes de 
lautolyse et, d’ailleurs, Gorini pense que l’activation observée 
pour les dipeptidases bactériennes est elle-eméme une résultante 
de la lyse, cette lyse libérant les peptidases et favorisant ainsi leur 
action sur les dipeptides. On a pensé (Dufrénoy et Pratt [34]) que 
le complexe ribonucléo-protéido-magnésien, responsable de la 
réaction de Gram, élait dénaturé par la pénicilline agissant sur 
les groupes sulfhydriles de la protéine. L’argument en faveur de 
celle hypothése est la suppression de la coloration Gram chez les 
hactéries soumises a l’action de la pénicilline a doses subléthales. 
Notons toutefois que, d’aprés Panijel [82], le caractére Gram- 
positif reléve de causes nombreuses et pas seulement du com- 
plexe ribonucléo-protéido-magnésien. Ici, nous nous trouvons 
en présence d’un processus trop mal connu pour pouvoir 
conclure, mais rien ne s’oppose a ce que l’action de la pénicilline 
sur le métabolisme des mononucléotides soit le phénoméne 
essentiel. En effet, si la cellule est privée de certains dérivés du 
métabolisme nucléique qui, comme on le sait [83], commande 
la synthése des protéines cellulaires, mais conserve intactes ses 
enzymes protéolytiques (5), l’équilibre ne tarde pas a étre rompu 
en faveur de l’autolyse. ; 


III. Innieirion DE LA REACTION DE StrcKLAND cHEz Clostridium 
sporogenes. — Nous avons observé [22] que la pénicilline inhibe 
tres fortement les oxydoréductions entre aminoacides connues 
sous le nom de réaction de Stickland s’effectuant chez Clostridium 
sporogenes. Ici semblait se manifester une action de ]’antibiotique, 
indépendante du métabolisme des nucléotides. Mais nous avons pu 
montrer [34] que des nucléotides jouaient un role fondamental, 
jusqu’alors inconnu, dans la réaction de Stickland. En effet : 1° un 


(5) Tous les enzymes protéolytiques que nous avons pu étudier se 
sont révélés insensibles 4 la pénicilline [27] ; certains méme sont lége- 
rement activés. : 
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nucléotide tel que lV’acide adénylique intervient comme cofacteur 
_ trés actif dans la réaction de Stickland ; 2° la ribonucléase, qui 
peut libérer des mononucléotides 4 partir des acides nucléiques 
- du Clostridium, suffit a activer, elle aussi, trés intensément, la 
_ réaction de Stickland. 

L’inhibition de la réaction de Stickland par la _ pénicilline 
apparait done comme une conséquence de l’action de l’anti- 
biotique sur le métabolisme des nucléotides. Il se peut que le 
nucléotide soit lui-méme un cofacteur de la réaction, mais il nous 
semble plus probable que le cofacteur actif soit un dérivé du 
~ mononucléotide ; la pénicilline inhibe, nous le savons, le méta- 
_ bolisme du nucléotide et prive ainsi la réaction de Stickland de 
la source de son cofacteur. 


N 


— IV. INFLUENCE DE LA PENICILLINE SUR LE POTENTIEL D’OXYDO- 
REDUCTION DANS LES CULTURES DE BACTERIES. — On soupconne 

depuis les travaux de Mulé [35] que la pénicilline influe sur le 
-potentiel d’oxydoréduction dans les cultures de staphylocoques. 
_ En effet, quand on place les staphylocoques dans une atmosphére 
_ enrichie en oxygéne, on favorise l’action de la pénicilline, tandis 
que J’on parvient a annuler totalement Il’action antibiotique en 
_ placant les bactéries dans de Vhydrogéne. Cette question fut 
reprise tout récemment dans notre Institut par Drouhet et 
Kepes [86] dont les résultats sont les suivants : la pénicilline a 
doses subléthales ralentit fortement l’abaissement du potentiel 
d’oxydoréduction pendant |’évolution de Ja phase de croissance 
_logarithmique des cultures de staphylocoques. Un autre fait peut 

étre rapproché de ces précédents [9] : des staphylocoques, devenus 

pénicillinorésistants, ont perdu leur faculté de se développer en 
_ anaérobiose. 

Trouvons-nous, ici encore, dans ces phénoménes um lien avec 
Vinfluence de la pénicilline sur le métabolisme des dérivés 
nucléiques ? Déja, depuis 1988, Richardson [25] avait montré que 
Vuracile favorise grandement le développement des staphylo- 
coques en anaérobiose. D’autre part, on assiste chez les bactéries 
a une augmentation de Ja teneur relative en nucléotides pendant 
la phase de croissance logarithmique, c’est-a-dire au moment de 
labaissement du potentiel redox [37] et de la réalisation des 
synthéses cellulaires les plus intenses. 

Enfin, divers auteurs et surtout Zittle [38] ont montré récemment 
V’intervention de mononucléotides dans des phénoménes de déshy- 
drogénation enzymatique (inhibition ou activation suivant les cas). 
Tout ceci fait bien présumer |’existence d’un lien entre l’action 
de la pénicilline sur le potentiel redox et son action sur le méta- 
bolisme des nucléotides. 

Cependant la pénicilline agit peut-étre, en outre, d’une autre 
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facon sur les systémes oxydoréducteurs. Dufrénoy et Pratt [39] 
pensent qu’elle peut intervenir en réagissant avec des groupe- 
ments soufrés des protéines ou des peptides actifs comme trans-_ 
porteurs d’H (tels que le glutathion). Mais les arguments, en faveur 
de cette hypothése, sont jusqu’ici tirés seulement de l'étude — 
in vitro de combinaisons entre la pénicilline d’une part et les | 
thiols simples d’autre part, tels que cystéine et glutathion. Il reste | 
a prouver que la pénicilline agissant sur une cellule vivante ou 
méme sur une simple protéine entraine une diminution du nombre 
ou de lactivilé de groupes — SH. 

Il est fort possible que l’action si importante de la pénicilline 
sur le métabolisme des nucléotides soit le fait de l’action premiére 
de lantibiotique sur un apoenzyme, un coenzyme ou un effecteur 
soufré intervenant dans le métabolisme nucléique. Mais nous 
voulons attirer l’attention sur trois points : 1° On ne connait pas 
de fait appuyant ’hypothése de la transformation dans la cellule 
par la pénicilline de groupes — SH — en groupes — S-S —; 2° 
fe seul argument en faveur d’un pouvoir neutralisant de la péni- 
cilline sur des groupes SH libres dans les microbes est la faculté 
que possédent ces groupements d’inactiver l’antibiotique (Caval- 
lito [40]; 38° Vactivité de certains enzymes dont des —SH sont 
des groupements actifs (triosephosphatedéshydrogénase, succino- 
déshydrogénase) n’est pas modifiée par la pénicilline [4]. 


V. AcTION DE LA PENICILLINE SUR LE CAPTAGE DE L’ACIDE GLUTA- 
MIQUE PAR LES STAPHYLOCOoQUES. —- Shwartzman [44] a étudié le 
premier les rapports entre ]’antibiotique et les aminoacides : chez 
le staphylocoque, certains aminoacides (acides aspartique et glu- 
tamique, cysline, arginine, histidine et hydroxyproline) inhibent 
l’action de la pénicilline tandis que d’autres la renforcent (méthio- 
nine, thréonine). 

S’agissait-il d’une action de la pénicilline sur l'utilisation des 
aminoacides ou bien d’une action des aminoacides sur un pro- 
cessus touché par l’antibiotique, sorte d’antagonisme entre la 
pénétration et l’utilisation des aminoacides et celles de la péni- 
cilline ? D’aprés l’auteur, il semble que l’activité « antipénicil- 
line » de certains aminoacides est due a l’influence propre de ces 
substances sur le métabolisme bactérién. 

Du Vigneau a noté que de la pénicilline, obtenue par synthése 
4 partir de la d-pénicillamine (d-cystéine), était active tandis que 
de la pénicilline, obtenue par synthése & partir de la L-pénicillamine 
(I-cystéine), n’avait pas de pouvoir antibiotique [42]. 

Gale a montré, d’autre part, que des doses subléthales de péni- 
cilline suffisaient & enlever au Staphylococcus -aureus le pouvoir 


de concentrer en son sein l’acide glutamique présent dans le milieu 
de culture [24]. 
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- La captation de l’acide glutamique par les bactéries ne peut 
s’effectuer qu’aux dépens d’un autre processus métabolique libé- 
_rant-de l’énergie et tout particuli¢rement la fermentation du glu- 
cose (6). L’une des principales conséquences de cette fermentation 
du glucose est accumulation d’A. T. P. par la bactérie [43, 44]. 
Ces faits nous avaient conduits 4 formuler l’hypothése [2] que la 

captation de l’acide glutamique par les bactéries Gram-positives 
était peut-étre en relation avec le mélabolisme de |’A. T. P. (ou 
dun mononucléotide) ; |’inhibition par la pénicilline du captage 
de lacide glutamique pouvant n’étre qu’une conséquence de 
Vaction sur le métabolisme nucléique. Un travail trés récent de 

Gale [7] confirme notre point de vue en montrant qu'il y a un 


lien étroit entre la captation de l’acide glutamique et le métabo-. 


-lisme de Vacide ribonucléique. D’ailleurs Gale note aussi que 
VA. T. P. peut suffire comme source de |’énergie nécessaire a la 
-captation de l’acide glutamique. . 
_ Ici encore le stade de lutilisation des mononucléotides (ou le 
processus inverse de synthése de mononucléotides dont les cata- 
lyseurs peuvent étre les mémes) doit jouer un role prépondérant 
- dans l’action de la pénicilline. 


RESUME. 


Le point central de l’action antibiotique de la pénicilline semble 
étre le métabolisme des monoribonucléotides. Toutes les autres 
actions observées peuvent étre interprétées comme une consé- 

~ quence de l’action de |’antibiotique sur le métabolisme des mono- 
ribonucléotides ou de leurs dérivés (freinage de la lyse bactérienne 
dans les émulsions non proliférantes, lyse des bactéries en crois- 
sance, inhibition de la réaction de Stickland chez Clostridium 
sporogenes, inhibition de la captation de l’acide glutamique par 
Staphylococcus, modification du potentiel d’oxydoréduction). 

On ne peut pas encore préciser comment la pénicilline agit sur 
le métabolisme des mononucléotides. Il est possible qu’une réac- 
tion avec des groupements soufrés d’enzymes ou d’effecteurs 
enzymatiques soit en cause. Mais nous avons pu montrer que la 
pénicilline n’agit pas sur les phosphomonoestérases des nucléo- 
tides. Son action doit porter sur la coupure entre ribose et base 
ou bien sur le métabolisme du ribose-phosphate. 


(6) Le processus libérateur d’énergie peut étre également la désami- 
nation de l’arginine, mais la captation de l’acide glutamique se fait 
alors moins bien. 
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CALCIUM ET PHOSPHATES 
DANS LA MULTIPLICATION DE BACTERIOPHAGES 


par R. WAHL et L. BLUM-EMERIQUE (*). 


(Unstitut Pasteur.) 


Dans une publication antérieure (1), l'un de nous a étudié le 
rodle de certains éléments du milieu de culture dans la multipli- 


~ cation de certains phages. 


Il a montré en particulier, pour les phages S18 et C36, qu’il 
existe un optimum de concentration des ions Ca + + au-dessus 
et au-dessous duquel la multiplication des phages est faible ou 
nulle. 

Les expériences sur C 36 étaient faites en ajoutant des quantités 
variables de chlorure de calcium au milieu synthétique de base 
suivant : 


Sulfstecdammoniuimigs vag) soe. cia ops inp o lous ee 0,75 g. 
Chioruresdepopassittml pew comet feo ect tet es Pog oo 0,50 g. 
Siilfateudenmacnesiin je -iewele crete ola Meets a ds teas 0,05 g. 
Phosphate monopotassique ..... . a: aytots a Ree eee oe wee 
ACIOCSNICOMNIG UC mes aerowtte itt. Powe als) cag been = bait. 0,01 g. 
WAURDIGISU LES hel sates ee EEN GIS EO Aerts iar Q.-S. ~1 litre. 


Alcaliniser A pH 7,8 avec de la soude et ajouter, aprés stérili- 
sation, 0,65 p. 100 d’une solution de glucose a 30 p. 100. 

Pour $13, on avait utilisé un milieu de base a l’autolysat de 
levure, la multiplication de ce phage s’étant révélée impossible 
dans le milieu synthétique ci-dessus. 

La présente note relate la continuation de ces recherches. 

Elle compléte, d’une part, les expériences sur le réle du cal- 
cium dans Ja multiplication de C36 et elle montre, d’autre part, 
que, pour S138, on peut en réalité obtenir une multiplication en 
milieu synthétique, a condition de modifier la teneur en phos- 
phates de celui-ci. Cette constalation nous a permis, comme nous 
le verrons, d’étudier un mutant de $13, sur lequel, d’ailleurs, 
nous reviendrons dans une prochaine publication. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 avril 1949. 
(1) R. Waut, ces Annales, 1946, 72, 73. 
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1° Action pu cALciIuM suR C36. 


Nous avions constalé qu’une certaine multiplication de ce phage 
se produisait quand on introduisait dans le milieu synthétique 
de 4a 120 mg. par litre de CaCl, avec un optimum pour 60 mg. 
Au-dessous de 4 mg. et au-dessus de 110 mg., le phage ne se 
multipliait pas. Des qu’on s’écartait de l’optimum, Ja multipli- 
cation diminuait rapidement. 

Mais nous avons pensé qu’une partie du calcium pouvait étre 
précipitée dans ce milieu riche en phosphates, et que de ce fait 
une erreur d’interprétation étail possible. 

C’est pourquoi nous avons repris l’expérience en remplacant 
les phosphates par du glycérophosphate de sodium (720 mg. par 
litre de PO,). 

On ajoute a une série de tubes de milieu synthétique sans cal- 
cium des quantités croissantes d’une solution de chlorure de 
calcium a 0,4 p. 100. On ensemence avec la souche E. coli 36, 
on met au bain-marie a 37° avec agilation et y ajoute une heure 
aprés du phage C36 (concentration du phage dans le milieu au 
départ : 4 x 10* par centimétre cube). . 

Quatre heures et demie plus tard, on titre aprés centrifugation 
le phage dans chaque tube (tableau I). 

Le glycérophosphate de calcium est soluble dans un tel milieu ; 
tout le calcium est ionisé. La quantité d’ions calcium dans le 
milieu est donc exactement proportionnelle a la quantité de CaCl, 
introduite. 


TABLEAU IL. 
CaCl, TITRE DU PHAGE 
par litre par centimétre cube 
Gis eats, errata peekelemre Mean Chale, a eee 30 & 10? 
PPE Mahar StS. Sachi ane ONO 30 X 10° 
2G; Feiss banc tel Laake he Re den eae ae oP? 
HAY Mme ics aie. THe mai cma en X<en.)2 
BOLO el. Sasa yet nl a alee ne ae ee 30 X 410? 
ABD re ease ie" co, Oe ens erate near 60 X 10? 
B86. Niece ape cof ote arch tek Gules 20 & 10* 
Gare ils. hve BB peels Ene eet Cena 30 x 10° 
Lh ay MRR ee Re ego ee nee e 180 X 10° Lyse 
LODE aiv ace ators a igh eee eee wees 510 40° et optimum. 
ASE U Peo ae bet Feels) coach pene Eo 42 10? 


On voit que ces résultats non seulement confirment les précé- 
dents, mais qu’ils les précisent. Dans le milieu aux phosphates, 
le titre le plus élevé (2,5 x 10% par centimétre cube) était obtenu 
avec 0,006 g. de CaCl, par litre, mais une certaine multiplication 
du phage se produisait encore avec d’autres quantités de CaCl. 
D’aprés les expériences actuelles, on voit que la présence de 
phosphates ne parait pas rendre les ions Ca++ en partie inac- 
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tifs pour les phages. En effet, la quantité optima de CaCl, n’est 
pas, dans le milieu au glycérophosphate, inférieure a celle du 
milieu aux phosphates. De plus, a la lumiére de nos nouvelles 
expériences, la régle de la concentration optima de Vion Cat + 
parait encore plus nette. La multiplication par 0,08 et 0,1 de 
CaCl, par litre est trés forte. Elle est pratiquement nulle pour 
les autres quantités de calcium. 


2° Action ve PO, sur $18. 


_La multiplication de $13 sur la souche Y6R en milieu synthé- 
tique ne se fait que si la concentration en phosphates est inférieure 
& une certaine valeur (tableau II). \ 


TaBLeEAu II. 
PO, . TITRE FINAL 
en gramme (phages 

par litre par nmtice cube) 
OOS OM te pet ese R ee Neko Roce) Vel ws aru rap ciaNNets, Qe PE oie ce LE Dp <All 
ORGS Steere te gee Mn ene Se gai Le Me oe oO Lenian sie Ales See 
Ops ai Arias: Vor RTe EM oie oe kere lec) b= be ucamatia <ht an eh 2 ee lO7 
OO Pa tee he eet cme ele tay SB at pew at TS, to vps n ately 3,5 A105 
DOGS Et ce hess 6 Ys IEE DSi an eran NA Sn eee ee 4,15 X 10° 


Dans Pexpérience du tableau II, on a introduit dans la culture 


10° phages par centimétre cube, et une quantité de CaCl, trés | 


faible. On voit que la multiplication du phage est nulle quand la 
concentration de phosphates dans le milieu atteint 0,586 g. par 
litre (calculée en PO,). La multiplication est d’autant plus grande 
que la concentration en phosphates est plus faible, tant qu’un 
minimum n’est pas dépassé. Ce minimum correspond a 0,050 g. 
de PO, par litre environ, dans le cas présent. - 

Mais la multiplication est meilleure et la tolérance des phos- 
phates plus grande si le milieu contient des ions Ca++ a la 
concentration optima (voir tableau IV). S13 se multiplie bien 
dans un milieu synthétique de pH 7,6 contenant 0,800 g. de PO, 
par litre environ et la quantité appropriée de Ca++ (introduil 
comme CaCl,). Dans ce milieu on observe la lyse de la bactérie. 
Par contre, d’autres phages (C 16 et C36), dans les mémes condi- 
tions, sont indifférents 4 la quantité de phosphates du milieu. 

Par la suite, nous avons isolé un mutant de S18 dans les cir- 
constances suivantes : 

Nous avions isolé a partir des colonies secondaires apparues 
dans les grandes plages de S13 deux mutants résistants de la 
bactérie. Ayant remarqué que sur ces colonies apparaissaienlt 
secondairement des petites plages, nous avons isolé de nouveau 
le phage a partir de ces plages secondaires. Ce phage est actif 
sur l’une des souches mutantes de la bactérie, la souche G.C., 


atk" 
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sur laquelle il produit des petites plages (type @) el sur la souche 
primitive Y6R, sur laquelle il donne de grandes plages (type a). 

La souche G.C. pousse trés bien en bouillon, en eau peptonée 
et en milieu synthélique, quelle que soit la quantité de phos- 
phates. Le phage se mullipliait bien sur la souche G.C, en eau 
peptonée, mais pas du tout en bouillon, ni dans le milieu synthé- 
tique favorable a S18. 

Nous avons pu obtenir sa multiplication sur G.C., en dimi-. 
nuant la concentration des phosphates dans le milieu synthétique. 
Nous avons en méme temps constaté que les besoins en calcium 
sont les mémes sur G.C. et sur Y6R. Pour nous assurer que l’in- 
hibition des phages par un excés de phosphate n’était pas due 
’ une précipitation de calcium, nous avons éludié comparative- 
ment l’effet des phosphates et du glycérophosphate de sodium 
ajoulés a de l'eau peptonée (tableau III). Les phosphates sont 
ajoutés sous forme d’un mélange de PO,KH, et PO,Na,H a 
pH 7,8. 

L’addition de glyeérophosphate ne modifie pas le pH sensible- 
ment. ‘ 

On avait vérifié au préalable que des quantités de glycérol com- 
prises entre 0,033 ¢. et 0,300 g. par litre n’exercent pas d’action 
sur la multiplication du phage sur G.C. 

Nous avons dosé préalablement la quantité de phosphates de 
l'eau peptonée. Elle équivaut a 530 mg. de PO, par litre. 


TABLEAU IIT. 


PHOSPHATES AJOUTES GLYCEROPHOSPHATE AJOUTE TITRE FINAL 
(g. de PO, par litre) (g. de PO, par litre) (phages par cm®*) 


nNo— 


MAICONDOWOON DL 


XXX XXX XXXXX X 
SSse 


= 
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On voit que l’addition de PO, sous forme de phosphate ou de 
glycérophosphate a exactement le méme effet. Une addition de 
lun ou de l’autre ne diminue pas Ja multiplication du phage sur 


la souche G.C. tant qu’elle ne dépasse pas 0,530 g. par litre 
(calculés en PO,), 


CALCIUM ET PHOSPHATES 441 


Pour 0,700 g. et plus de PO, par litre; la multiplication 
sur G.C. est trés nettement diminuée et d’autant plus que la 
quantité ajoulée est plus grande. 

I] restait € comparer l’action de PO, sur la multiplication du 
phage sur G.C. a celle exercée sur sa multiplication sur Y6R. 

Les expériences précédentes montrent qu’en introduisant dans 
le miheu indifféremment des phosphates ou des glycérophos- 
phates, on obtenait le méme effet pour la multiplication sur G.C. 
pour une méme dose de POQ,. 

Les expériences suivantes ont donc été faites en milieu synthé- 
tique additionné de CaCl, et de quantités croissantes de glycéro- 
phosphates, en prenant soin de ne pas modifier le pH. 

On évite ainsi toute possibilité d’erreur, au sujet de lion Ca++. 
Ges expériences avaient pour but de comparer l’action de PO, 
sur la multiplication du phage avec Y6R a l’action sur sa mulli- 
plication avec la souche mutante G. C. 

Le tableau suivant apporte d’abord la confirmation de notre 
premiére constatation : l’inhibition de S18 par des doses de PO, 
supérieures a5 g. par litre. Sous forme de glycérophosphate, les 
mémes doses de PO, avaient les mémes résultats que sous forme 
de phosphates. 

On voit, en outre, que les doses inhibitrices de PO, ne sont 
pas Jes mémes pour le phage sur Y6R que sur G.C. 


TasLteav IV. 


BOs sun Y6R sur G.C. 
(grammes par litre) (titre final) (titre final) 
GOA Oi ian ae rN a oe: bay o 24 >< 10? I Ss<102 
SPR SO me ciel Lats rar kev te te Set0? 
(UATOAILA 1G Soret UaCnen Ot ara RES 2,6 & 10° : a8 Oe nOe 
ASA Sil elles fea ko ecRy nae cmne 1,8. 0& 
AUC et emer: A ine EEE 0 
LEA RENEE ita es suite a, Ho tie ie 0 
AOS Onsen, tees, 2 ohe s Bio 
PARK DAS oe oo ae ACME BO ; 256741108 
PORN Ste Seog ON Naas a 4x 10° 
Dis OOOKmncpr arenes vot ashe. Wel ue 61107 
OOO Lme tera wera tat Akaen cana 2K 10" 
The PAL ES RSE Ne ie cy era conan 3 x 10° 


ce SS EES A ESE OL EE OSI NAD OLD LEADED LEELA TILED I 


Pour faire une comparaison exacle, il faut tenir comple que, 
de facon générale, la multiplication sur G. C. est moindre, parce 
que la souche G.C. pousse beaucoup plus lentement dans ce 
milieu que Y6R. Compte tenu de cette différence, on voit que la 
multiplication sur G.C. est bonne pour des doses de PO, com- 
prises entre 240 et 700 mg. par litre (les différences constatces 


i | EO Ae ONS Se 4 RU eee ' 
x < = ? ae 
i 
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dans cette série de concentrations ne sont pas significatives), 
qu’elle baisse nettement vers 900 mg. par litre et qu'elle est nulle 
3 1.200 mg. L’absence de multiplication sur G.C. en bouillon 
pourrait done s’expliquer par un exces de phosphates. 

La multiplication sur Y6R se fait encore trés bien jusqua 3 g. 
de PO, par litre environ, bien que le titre obtenu entre 0,240 g. 
et 1 g. de PO, par litre paraisse légérement superieur a celui 
obtenu entre 1 g. et 3 g. de PO, par litre. Il faut ajouter (nous 
y reviendrons dans une prochaine note) qu’un phage S18 qui 
s’était toujours multiplié sur Y6R donne dés son premier passage 
sur G.C. des petites plages et redonne aussitot aprés de erandes 
plages sur YOR et que, quelle que soit histoire antérieure du 
phage, la taille des plages, comme les besoins en phosphates 
sont fonction de la souche sur laquelle il se multiple. 


R&sUME ET CONCLUSIONS. 


1° La régle que nous avions déja énoncée d’une zone de concen- 
tration optima en ions Ca++ pour la multiplication de certains 
phages est confirmée par des expériences ot les glycérophos- 
phates remplacent les phosphates. 

2° Certains phages (S138) sont inhibés par une concentration 
en phosphates dépassant une certaine limite, alors que d’autres 
(C16, C36) paraissent indifférents aux phosphates. 

3° Cette concentration limite est beaucoup plus basse quand $18 
se mulliplie sur une souche mutée, issue de Ja souche sen- 
sible Y6R, que sur celle souche sensible elle-eméme. Dés que le 
phage est remis sur la souche initiale, il reprend tous les carac- 
téres primitifs : aspect des plages et sensibilité aux phosphates. 

4° L’explication de ces actions doit probablement étre. recher- 
chée dans influence qu’elles exercent sur certains processus 
enzymatiques. En effet, une action tantdt stimulante, tantot inhi- 
bitrice, suivant les doses, a été observée également pour Vion 
Ca++ sur le complément (Heidelberger), et pour PO, sur les 
phosphatases. 

5° Au point de vue pratique, il faut retenir que pour obtenir 
de bons rendements en phages, la plus grande attention doit étre 
donnée a Ja teneur des milieux en Ca++ et en PO,. En particu- 
lier, il faut noter l’inconvénient des milieux courants (bouillon, 
eau peptonée) dont la teneur en calcium et en phosphates est 
trés variable. 

Pour les milieux synthétiques ou demi-synthétiques, une étude 


particuliére de Vinfluence de ces éléments doit é@tre faite dans 
chaque cas. 
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ACTION DE LA STREPTOMYCINE 
3 SUR 
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS PAR CONTACT DIRECT 
OU A TRAVERS DES BOUGIES FILTRANTES 


par P. J. COLETSOS (*). 


(Travail des Laboratoires de Recherches sur la Tuberculose, 
, Institut Pasteur. Chef de Service: D* Brerey.) 


En clinique, l’inefficacité de la streptomycine, administrée 
par voie générale, sur la caverne tuberculeuse, la tuberculose 
ganglionnaire et les formes de tuberculose enkystée en général, 
pourrait étre expliquée, outre les nombreux facteurs: biologiques, 
par des facteurs purement physiques. Dans le but d’apporter ‘la 
confirmation expérimentale in vitro 4 cette hypothése, nous avons 
entrepris l’expérience suivante : 

Deux souches de Mycobacterium tuberculosis, la souche H 37 Rv 
et une souche récemment isolée d’un malade tuberculeux pulmo- 
naire cavitaire traité depuis un mois par la_ streptomycine, 
(35 g. au total) ont été étudiées. 

La sensibilité de ces deux souches 4a la streptomycine éprouvée 
par titrage en milieu de Dubos homogéne au Tween 80 avec 
5/100 de mg. de bacilles pour 5 cm* de milieu était a 0,2 unité 
de streptomycine pour la premiére et 4 0,5 unité pour la seconde. 


ConDITIONS D’EXPERIENCES. — Les deux souches ont été étudiées 
parallélement et dans des conditions d’expérience identiques, qul 
étaient les suivantes: . 

Culture de 1/10 de mg. de bacilles dans 30 cm® de milieu de 
Youmans streptomyciné Aa des taux progressivement croissants, 
1, 2, 5, 10 et 20 unités par centimétre cube. 

L’ensemencement a été effectué dans 4 séries de tubes, chaque 
série comportant un tube témoin. 

Premiére série. = Culture de 1/10 de mg. de bacilles dans 
30 cm’ de milieu de Youmans. Les tubes contenaient respective- 
ment 30, 60, 150, 300 et 600 unités de streptomycine pour avoir 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 mai 1949. 
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une concentration de streptomycine de 1, 2, 5, 10 et 20 unilés par 
centimetre cube. De plus, un tube témoin est ensemencé sans 
streplomycine. ; . 

Deuxiéme série. — Identique a la premiére, mais alors que 
dans celle-ci, la streptomycine était en contact direct avec les 
bacilles, dans la deuxiéme série, comme dans les séries suivantes, 
la streplomycine n’exerga son action antibiotique qu’d travers 
une bougie filtrante Chamberland L,, contenant 5 em® de milieu 
de Youmans, de telle sorte que les bacilles étaient a l’extérieur 
de la bougie dans 25 cm* de milieu de Youmans et la streptomy- 
cine a l'intérieur de la bougie, dans 5 cm* de ce méme milieu. 

Troisieme série. —- Identique a la deuxiéme, avec la diffé- 
rence que Ja streplomycine introduite 4 l’intérieur de la bougie 
filtrante était diluée dans 5 cm* de sérum de cheval et non dans 
du milieu de Youmans. 

Quatrigme série. — Identique a la deuxiéme série, c’est-a-dire 
que la streptomycine était a l’intérieur de la bougie filtrante dans 
5 cm*® de milieu de Youmans, mais les bougies filtrantes avaient 
été renforcées auparavant par une mince membrane de collodion. 
La porosité de cette série de bougies filtrantes n’a pas été déter- 
minée de facon précise. 


Résuttats (1). — Les résultats sont représentés: sur les 
figures 1, 2, 3 et 4, d’ot ressortent nettement : 

1° La différence de culture du Mycobacterium tuberculosis en 
présence de doses croissantes de streptomycine. 

2° La différence de développement, suivant que l’action de 
l’antibiotique est exercée sur le bacille par contact direct ou 
par dialyse. : 

3° Le déplacement du seuil de bactériostase, pour les deux 
souches considérées, qui se trouve porté vers des concentrations 
de streptomycine d’autant plus élevées que le barrage séparant 
les bacilles de l’antibiotique est plus difficilement perméable a 
celui-ci. 

4° Le réle empéchant du sérum sanguin dans la diffusion de 
Yantibiotique a travers un filtre reconnu par ailleurs comme par- 
faitement perméable aux solutions isotoniques. 

5° Le role stimulant de trés faibles' doses de streptomycine 
pour le développement des bacilles entratnés a la streptomycine 
In UDO. 

En considérant le comportement des deux souches étudiées 


(1) La lecture a été faite le seizikme ct le vingt et uniéme jour de la 
culture. Le développement macroscopique a été confirmé par repiquage 


sur milieu de Youmans et sur milieu de Léwenstein-Jensen 


ae non strep- 
tomycinés, 
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Fre. 2. — Culture en milieu de Youmans streptomyciné 
a travers un filtre L; simple. 


souche isolée d’un malade qui avait subi un traitement par la 
streptomycine, pendant un mois (85 g. au tolal). 

En effet, pour la deuxiéme souche issue d’un malade en traite- 
ment (compte tenu de la différence de sensibilité au départ avec 
la souche H37 Ry, dans les conditions d’expérience indiquées), le 
déplacement du seuil de la bactériostase, vers des concentrations 
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plus élevées de streptomycine, a été plus considérable pour celle 
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Fic. 4. — Culture en milieu de Youmans streptomyciné 
a travers un filtre L, enduit d’une mince membrane_de collodion. N 


; au cours et a la fin de l’expérience a la fois & V’intérieur et a 
l'extérieur des bougies filtrantes, afin de déterminer le pourcen- 
tage et la rapidité de diffusion de l’antibiotique d’une part et 
' la quantité de streptomycine immobilisée par la bougie filtrante 
et par le sérum (série III) d’autre part. 
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N sane procédé qu’au titrage de la streptomycine a l’intérieur 
des bougies filtrantes et seulement a la fin de l’expérience, nous 
ne nous: estimons pas autorisé A tirer une conclusion valable 
ur cet aspect du probléme, qui fait l’objet de recherches com- 
_plémentaires. 
En attendant la confirmation de ces premiéres constatations 
par -Vétude d’un nombre plus considérable de souches d’origine 
et de sensibilité variables, nous nous estimons en droit de con- 
clure: — 
1° Au réle empéchant des facteurs purement phesiiities dans 
ction des antibiotiques lorsqu’un barrage plus ou moins per- 
iéable existe entre l’antibiotique et le germe 4 atteindre. 
ern la possibilité de neutraliser ces facteurs en partie par 
1ugmentation des concentrations de lantibiotique. Cette éven- 
1alité facile in vitro n’est pas toujours réalisable in vivo. 
Sy Enfin, Vimportance de ces facteurs dont le réle empéchant 
a été démontré in vitro parait étre dépendante et directement liée 
a la nature, la constitution et l’ancienneté des lésions in vivo. 
Considérés individuellement ou dans leur ensemble, ils mérite- 
raient d’étre désignés par le terme de « eee de résistance 


rele » 
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REMARQUES SUR LE MODE D‘ACTION 
DE LA STREPTOMYCINE 


: ‘ 


par B. RYBAK, F. GROS et M™e F, GRUMBACH (°), 


(Institut Pasteur.) 


Fried et Wintersteiner [4] ont indiqué que si le carbonyle du 
eroupement streptose de la streptomycine était oxydé en 
carboxyle, on obtenait un produit — Vacide streptomycinique — 
dépourvu de toute activilé antibiotique. Or, la streptomycine forme 
des sels insolubles avee cerlaines substances a point isoélec- 
trique acide dont les acides nucléiques [2, 3, 4] et la céphaline [5]. 
Nous avons alors recherché si Vinactivité de l’acide streptomy- 
cinique élail en relation avec la non-formalion de ces composés 
insolubles. 

Partant de chlorhydrate de streplomycine, nous avons préparé 
lacide streplomycinique en nous conformant aux indications 
données par ried et Wintersteiner [4] (1). Or, contrairement aux 
résultats des auleurs américains, notre préparation s’est montrée 
douée d’une certaine activité antibiolique (250 unilés par milli- 
gramme par titrage Heatley sur Klebsiella pneumoniz ; la strep- 
lomycine-mére titrait 650 unilés par milligramme dans les mémes 
conditions). Troublés par ces résultats, nous avons alors oxydé 
une nouvelle streplomycine (chlorhydrate) et nous avons obtenu 
un acide streptomycinique dont ]’activité antibiotique était prati- 
quement la méme que celle de notre derniére préparation. Nous 
avons écrit au D* J. Fried, qui a eu la grande obligeance (2) de 
nous faire parvenir une cerlaine quantilé de streptomycine 
trihydrochlorure (absolument dépourvue de streptomycine B), 
ainsi que de lacide streptomycinique qui avait été préparé a 
partir d’une streplomycine ancienne (renfermant de la strepto- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 avril 1949. 
(1) L’opération essentielle — ]’oxydation — s’effectue par l’eau de 


brome pendant cing jours a la température du laboratoire et a 
Vobscurité. 


(2) Nous tenons A le remercier bien vivement. 


— 
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_ mycine et de la streplomycine B). Cet acide streptomycinique nous 
~ a donné les valeurs antibiotiques relevées dans le tableau I. 


Tasteau I. — Activité de lacide streptomycinique 
Fried-Winteisteiner (technique Heatley). 


REN NTE SAN SS A SS SE ASTI SE SS SE NCEE SR SSS RR EE REE SOE, 


GERMES UTILISES ’ RESULTATS pH 
Spores de B. sublilis Waksman ....... 400 U./mg. 
Ss aureus (Souche London). Wo. 2.2 oa 100 U./mg. 1,0 
KC D = PREUMORICECD: « Riienwn as is Boe ee ke 150 U./my. > neutralisation - 
S. aureus L. (souche accoutumée a 100.000 U. par NaOH N/50. 
depstreptomiycine «ooo. yo i. ee 0 


Nous avons alors préparé deux nouvelles fois de l’acide strep- 


‘tomycinique a partir des 400 mg. de la streptomycine trihydro- 


chlorure de Fried. Nos résultats ont toujours été constants (tech- 
nique Heatley) : la streptomycine trihydrochlorure titrait de 800 
& 850 unités par milligramme [son titre serait de 880 unités par 
milligramme, suivant iY Fried (8)]; les acides streptomyciniques 


- correspondants titraient encore 200 unilés par milligramme en 
- moyenne (10 titrages); ces valeurs ont été obtenues sur spores 


de B. subtilis Waksman et sur Klebsiella pneumoniz. 
Il y a done la un désaccord expérimental provenant sans doute 
des techniques différentes utilisées pour le titrage (technique en 


~ bouillon par Fried et Wintersteiner (3), technique Heatley dans 


nos expériences) ; les bouillons de culture renferment en effet des 


sels qui peuvent plus ou moins inhiber Vaction de la strepto- 


mycine [6, 7, 8]. 


Quoi gu’il en soit, du point de vue chimique, nous avons 
découvert que le comportement de l’acide streptomycinique vis- 


~a-vis de lacide ribonucléique d’une part, et de Ja céphaline 


d autre part, était différent de celui de la streptomycine. En 
effet, Pacide streptomycinique ne précipiie plus avec acide 
ribonucléique de levure a pH 7,0 alors qu il précipite avee la cépha- 
line au méme pH. Pour que la précipitation ait lieu avec Vacide 


_ribonucléique, il faut partir d’une solution de cet acide a son pH 


propre qui est fonction de sa concentration (le complexe ainsi 
formé se dissout 4 pH 7) ou acidifier une solution neutre d’acide 
ribonucléique. Le tableau II donne le résultat de lectures opaci- 
métriques effectuées en lumiére rouge au photométre de Meunier 
(volume final auquel sont ramenées toutes les dilutions : 10 ml.). 


(3) Communication personnelle. 


7” - 


<a nt 
~ 
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Tasieav II. 


INTEN-ITE DES COMPLEXES FORMES AVEC L'ACIVE RIBONUCLEIQUE ({) 


ET LA STREPTOMYCINE-HC] ET L’ACIDE STREPTOMYCINIQUR: (2) 


Volume en millilitre 
de l'acide 
streptomycinique 


Quantité 
de streptomycine 
en y 


Valeur 


Valeur : 
photométrique 


photométrique 


46 
25 
42 
82 
oT Wig 


800 
4 600 
240 
3.200 
4 000 : 
5.600 pH 4,0 
pH 7,0 


—— i) 
oP WL — 


——————————— 


(1) Solution d’acide nucléique de levure 4 5 mg. par millilitre en eau bidistillée. 
(2) Acide streptomycinique 45 mg. par millililre + 0,5 ml. d’acide ribonucléique (1) a 
pH 7,0 + 0,4 ml. d’acide sulfurique ‘N/10v. 


STREPTOMYCINE-CYSTE: INE. 


Poursuivant notre élude sur la réactivité des dérivés dénaturés 
de la streplomycine, nous avons inaclivé 5.000 U. de  strepto- 
myecine dissoutes dans 5 ml. d’eau_ bidistillée par 0,5 ml. de 
cystéine-HCl M/10 (tampon phosphate pH 7,8) pendant douze 
heures 4 387° C. Aprés précipitation acétonique et lavage a 1’éther, 
le produit était dissous dans 5 ml. d’eau bidistillée. Cette solution 
ne litrait plus que 5 U. environ sur Bacillus sublilis (technique 
Ileatley) et ne formait plus de complexe insoluble ni avec I’acide 
ribonucléique de levure ni avec la céphaline (4). 


NoOUVEAUX COMPLEXES ENTRE SUBSTANCES A POINT 1SO-ELECTRIOUR 
OPPOSE. 


La réactivilé sélective de l’acide streptomycinique vis-a-vis des” 
céphalines a des pH physiologiques nous a conduits a considérer 
le role de substances a point iso-électrique acide (ou plus géné- 
ralement a point iso-électrique relativement plus acide) pouvant : 

Soit se situer 4 la périphérie des cellules bactériennes et ainsi 
rendre compte des agglutinations plus ou moins typiques que 
nous avons obtenues avec la streptomycine [10] ; \ 

Soit se situer d’une facon quelconque dans la topographie bac- 


(4) Von Evuren et Herter [9] ont déja signalé que la streptomycine 
inactivée par la cystéine ne précipitait pas avec les acides nucléiques, 


Sra 
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lérienne, mais représenter des métabolites sensibles a la strep- 


. tomycine: 


Nous avons mis en évidence les faits suivants : 
1° L’acide adénosinetriphosphorique, l’acide adénylique,, l’acide 


3 cytidylique, le coenzyme | respectivement, a pH 7,0, n’ont formé 


aucun précipité avec Ja streptomycine ; par contre, la thymo- 


histone de veau précipile avec ces substances, de méme la trypa- 


flavine donne des résultats positifs. 

2° Alors que la streptomycine ne précipite ni avec l’antigéne O 
de Phylomonas (Bacterium) tumefaciens S (souche « 42/4 »), ni 
avec celui d’Eberthella typhosa O 901 [5], ce qui rend sans doute 


compte de la non-agglutinabilité de ces germes par cet anti- 


biolique [410], la thymohistone donne des flocons volumineux avec 
ces mémes antigénes, flocons insolubles dans la solution d’Edsall 


* mais solubles dans la solution d’Edsall-urée, insolubles par 


chauffage. On a déja indiqué [44] que la thymohistone agglutinait 


_ tant les germes Gram-positifs que les germes Gram-négatifs, 
mais ces résultats nous paraissent, de plus, interpréter ceux de 
_ Miller et ses collaborateurs [42] et ceux de Pittmann [413], relatifs 


a la sensibilisation des germes Gram-négatifs vis-a-vis de certains 
antiseptiques (la tyrothricine par.exemple) par les protéines 
basiques, le bleu de méthyléne ou encore les acridines ; nous 
avons pu constaler que ces colorants forment des compos¢s inso- 
Ivbles avec l’antigéne somatique et lVhapténe polysaccharidique 
aE. typhosa O 901 ; 

3° Nous avions déja signalé [5] que les lipides extractibles de 
Mycobacterium tuberculosis par le méthyla] ne formaient pas de 
complexes insolubles avec la streptomycine ; par contre, nous 
avons pu mettre en évidence la précipitation de acide mycolique 
avec la streptomycine-HCl & pH 7 (5); la trvpaflavine donne éga- 
lement une réaction positive ; de plus, la trypaflavine aussi bien 


“que la streptomycine donnent un précipité avec la fraction Jipi- 


dique (eéphalines) de l’antigéne O dF. tuphosa O 901. 

4° Le sulfate d’arcaine (dérivé diguanidylé) donne une faible 
opalescence avec la céphaline ; cette opalescence disparait par 
adjunction de citrate de sodium mais non par adjonction de chlo- 
rure de calcium. Avec l’acide ribonucléique a pli 7, le sulfate 
d’arcaine ne donne aucune opacification ; or pour des concentra- 
tions allant de 1 4 10 mg. par millilitre, le sulfate d’arcaine 
n’exerce aucun effet antibactérien (titrage sur B. sublilis par la 
technique Heatley). 


(5) La solution opalescente d’acide mycolique est préparée en dissol- 
vant cet acide dans l’acétone 4 chaud, puis en ajoutant un volume 
d’eau distillée et en chassant ensuite l’acétone par distillation dans le 


vide ; la solution ainsi obtenue est trés stable. 


damae in be 
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- ROLE DU CHLORURE DE CALCIUM. a 


Lors de l’étude de action des sels sur les complexes acide 
ribonucléique-streptomycine [4], nous n’avions utilisé que des 


dérivés sodiques. Le complexe céphaline-streptomycine  étant 


insoluble dans le chlorure de calcium [5] et ce sel précipitant la 
céphaline et Vacide ribonucléique, nous avons étudié son action. 


I. AcTION DU CHLORURE DE CALCIUM SUR LA DISSOLUTION DU 
COMPLEXE ACIDE RIBONUCLEIQUE-STREPTOMYCINE. — Nous avons 
adopté le protocole suivant : 4 3 ml. d’une solution neutralisée 
d’acide ribonucléique de levure 4 0,1 °/, on ajoule 1 ml. d'une 
solution de streptomycine contenant 5.000 unités d’antibiotique ; 
aprés quinze minutes, on ajoute 1 ml. de Ja solution de chlorure 
de calcium (C12Ca 6 H20) 4 différentes concentrations. Aprés 


irente minutes on effectue les mesures opacimétriques en lumiére | 


verte de l'appareil de Meunier aprés avoir ramené tous les 
volumes 4 25 ml. par adjonction d’eau distillée. Dans le témoin 
1 ml. d’eau distillée remplace le millilitre de la solution de strep- 
tomycine. Le tableau ci-dessous indique les résultats : 


CONCENTRATION EN CHLORURE DE CALCIUM 


0 
témoin 


| 
N/500|N/200|N /100 |N/50 |N/20|N/10|N/5|N/2| N- 


Nombre de divisions pho- 
tométriques 40 | 34 | 33 


On voit qu’a partir de N/200 le chlorure de calcium. commence 
‘\ dissoudre le sel streptomycine-acide ribonucléique. Le chlorure 
de calcium formant un ribonucléate de calcium insoluble nous 
avons effectué, parallélement a |’étude précédente, une étude de 
Vintensité de ce sel pour des concentrations fixes en acide ribo- 
nucléique de levure 4 pH 7 (3 ml. 40,1 p. 100) et 1 ml. de chlorure 
de calcium a différentes concentrations. On compléte partout a 
= ml. par de Peau distillée et on effectue comme précédemment 
les lectures en lumicre verte de l'appareil de Meunier, mais en 
conservant le volume final de 5 ml. étant donné Ja faible intensilé 
des opalescences obtenues. Nous avons eu les résultats suivants : 

Le chlorure de calcium nous parait done agir sur la dissolution 
les complexes slreplomycine-acide ribonucléique, par Vion Cl-, 
comme les expériences rapportées en II semblent le prouver. 

Remarque. —- Avee la céphaline, la streptomycine forme un 
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CONCENTRATION EN CHLORURE DE CALCIUM 


N/10 | N/20 | N/50 


Nombre de divisions du photométre.| 50 


sel insoluble dans le chlorure de calcium [5]. Le sel céphaline- 
streptomycine se présentant sous la forme de gros flocons, il 
est difficile d’effectuer une étude quantitative satisfaisante au 
photométre. 


II. Action DU CHLORURE DE CALCIUM SUR L’ACTIVITE ANTIBIO- 
TIQUE DE LA STREPTOMYCINE. — Protocole. — On ajoute 0,5 ml. 
de la solution de chlorure de calcium de concentration connue 
a 5 ml. de bouillon 4 base de peptone glucosée. On utilise comme 
germe-test Staphylococcus aureus souche Londres (10—*), pro- 
venant d’une culture de vingt-quatre heures en peptone glucoséc. 
Le tableau III résume nos résultats. 

Le chlorure de calcium formant un céphalinate et un ribo- 
nucléate de calcium imsolubles, on pourrait penser qu'il y a une 
compétition entre ce sel et la streptomycine, vis-a-vis des mémes 
substrats ; c’est pourquoi dans une nouvelle série d’expériences 
nous avons ensemencé Staphylococcus aureus L. en bouillon 
peptoné-glucosé de telle fagon que : 

a) Le chlorure de calcium 4 différentes concentrations soit mis 
en contact préalable avec les bactéries avant de faire agir la 
streplomycine (temps de contact : une heure a la température du 
laboratoire ou six heures 4 4° C) ; 

b) La streptomycine soit mise en contact préalable avec les 
bactéries avant de faire agir le chlorure de calcium (méme temps 
de contact qu’en a); nous avons utilisé le chlorure de calcium 
a 6 H,O N/2 (0,5 ml. dans 5 ml. de bouillon). 

Dans les conditions a) et b), l’action inhibitrice du chlorure de 
calcium était tout a fait comparable 4 celle obtenue lorsque la 
streptomycine et le chlorure de calcium étaient ajoutés conjoin- 
tement au bouillon de culture. 

Le chlorure de calcium inhibe donc la streptomycine en agissanl 
non pas comme un compétiteur pour un méme_ substrat, mais 
comme les autres sels déja étudiés [4, 8] en empéchant la forma- 
tion des. complexes entre streptomycine et substances sensibles 
bactériennes. Il reste évidemment toujours possible que le temps 
de contact préalable du chlorure de calcium soit insuffisant surtoul 
aux températures auxquelles nous avons opéré, les bactéries ne 
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pouvant peut-Ctre fixer énergiquement le calcium que lorsque 
leur multiplication est active. 
Remarquons que Linz [44] n’a pu observer d’action antagoniste 
du chlorure de calcium sur l’aclivilé antibiotique de la strepto- 
mycine : nos résultats ne sont cependant pas en contradiction, les 
concentrations utilisées par Linz étant beaucoup trop faibles. 


Discussion. 


L’étude portant sur la streplomycine inactivée par la cysléine 
indique qu'il y a une relation certaine entre l’activité anlibiotique 
de la sltreplomycine el son pouvoir de salificalion avee cerlaines 
subsiances. De plus, l’acide streptomycinique, pour lequel nous 
avons constalé une activilé antibactérienne non négligeable, forme 
encore des complexes insolubles avec la céphaline & pH 7, alors 
qu'il nen forme plus avec l’acide ribonucléique au méme pH; 
or, si l’on admet une localisation particuli¢rement périphérique 
des phospholipides chez les bacléries [45] et étant donné la parti- 
cipalion assignée généralement A ces substances dans les méca- 


.nismes de la perméabilité cellulaire, il serait tentant de considérer 


la streptomycine comme étant en premier lieu un poison de la per- 
méabilité ; dans cet ordre d’idées, on serait amené A envisager 
action bactériostatique (réversible) de la streptomycine comme 
le résultat d’une combinaison avec les seules substances membra- 
naires « acides », et son action bactéricide (irréversible) décou- 
lerait soit d’une prolongation extréme du blocage des échanges 
métaboliques entre milieu ambiant et milieu intérieur bactérien, 
soit d’une alleinte ultérieure de certains centres fondamentaux 


1 


-%" oS a sca ‘ ashe loge es aneery sy f 


Ne, 


t = 


N/50 N/100 N/200 Sie 

2 eau bidistillée) 

AS h. 33 Mh | 48h 3j 4h. | 48h. 3j- | Qvh. | ah. 3], 
ae = = Sekt = = = ax ie aa 
ieee ll eo eles seen eee) me oye flee ctr] eer = spare 
Tai eee itr teste t We Rigete be cte eae len ae Siete try eta tacts 
ee — ee Pa eee = Maalgetae en ieitaats 
= Sp Me piper aca cm hs rl oe Das Hon ONL, Pe Eas Nai 
tt = She stecten fag tential eae ect eet ae ae t tact alive tecture las ct aah 
Petralecksigis |eAecthe tal clot | Na heap met oa ray htt Aerator te ats 


+ 

a 

+ 
++++4+ 


(a acides nucléiques). Le cas de Jl’arcaine que nous avons 
s.gnalé pourrait paraitre contraire a4 ce.te conception puisqu’elle 
ne précipite pas avec l’acide ribonucléique a pH 7 tandis qu’elle 
donne une réaction, faible, mais nettle avec la céphaline au 
méme pH; cependant l’arcaine est sans doute métabolisable 
tandis que la strep'omyc.ne ne lest pas, vraisemblablement 
par suile de ses dimensions (6). D’ailleurs l’importance du 
complexe céphaline-streplomycine est incomparablement plus 
‘grande que celle du complexe céphaline-arcaine. Toutefois la 
précipitation entre deux substances est un cas extréme de leur 
affinilé, c’est pourquoi d’ailleurs on ne peut rejeter une inler- 
vention stérique possible de ,]’acide slreptomycinique sur les 
acides: nucléiques. Cependant, il ne nous parait pas sans intérét 
d’insister sur l’hypothése d’une action de la slreplomycine sur la 
perméabilité. 

Noltons tout d’abord que cette hypothése ne considére que 
Vaction de Ja streptomycine sur la cellule entiére, cet'e action 
n’étant liée qu’a une certaine propriété de |’antibiotique [la basi- 
cité due aux groupements guanidiques de la fraction strepti- 
dine (6)]. I] est bien évident qu’elle ne peut étre mise en opposition 
avec les différentes actions de la streplomycine sur les molécules 
ou les complexes moléculaires isolés el qu’en considérant ce fait 
il est possible que les groupements guanidiques ne supportent 


(6) D’aprés Peck et ses collaborateurs [46], la streptidine ne posséde- 
rait aucune activité antibaclérienne, mais elle serait encore toxique. 
Ce fait confirme notre point de vue quant 4 la toxicité des groupe- 
ments guanidiques de la streptomycine [5]. L’inactivité antibactérienne 
de la streptidine nous parait comparable a celle de larcaine. 


my 
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pas toutes les propriétés de la streptomycine, mais ils nous 
paraissent, toutefois constituer les groupements anlibioliques par 
la basicité qu’ils conférent a la molécule de streplomycine et par 
les propriétés qui découlent de cette basicité. La notion de grou- 
pements antibiotiques nous parait ainsi se définir d’une facon 
assez peu spécifique. 

Pour appuyer notre argumentation, soulignons que Ja strepto- 
mycine est particuliérement active en milieu basique — pH aux 
environs de 8 — et d’aprés Linz [44] elle se fixe également mieux 
sur les bactéries dans cette zone de pH; or nous remarquerons 
que c’est 14 une propriété générale des substances basiques, dont 
les colorants utilisés en cytologie ou comme antimicrobiens. 

De plus, on a montré précédemment [4] que Vintensité du sel 
acide ribonucléique-streptomycine était maximum a pH 7,0; or si 
’intensité du sel céphaline-streptomycine se forme encore a 
pH <6,0 (zone d’inactivité de la streptomycine), il est, semble-t-il, 
maximum aux environs de pH 8. D’aprés Waksman et Schatz [47], 
Vinactivilé de la sltreptomycine au-dessous de pH 6,0 serait liée 
au fait que la streptomycine base serait plus active que ses sels ; 
or remarquons que la leucose du vert malachite n’est pas anti- 
bactérienne [48]. Pour Abraham et Duthie [19], les ions H+ empé- 


cheraient la streptomycine de se fixer sur les bactéries; or, ~ 


Vaprés Linz [44], la streptomycine se fixe sur M. lysodeilcticus 
a pH 4,1. Nous pensons que l’on peut rapprocher les faits relatifs 
au role du pHi sur l’activité de la streptomycine de ceux rapportés 
par Troendle [20] qui a montré que le chlorhydrate de quinine 
pénétre plus mal que la quinine, dans les cellules de Spirogyra 
el que cette vitesse de pénétration était encore diminuée quand on 
acidifiait le milieu ; de méme Labes [24] a montré sur des bactéries 
et des paramécies que des alcaloides — comme l’atropine —- 
Glaient plus toxiques en milieu alcalin contrairement au salicylate 
de sodium qui est plus actif en milieu acide. Du point de vue 
physico-chimique, on doit done considérer un phénomene de fixa- 
tion et un phénomeéne de pénétration, ce qui correspondrait au 
stade bactériostatique d’une part ct au stade hactéricide d’autre 
part. Nous arrivons ainsi 4 rapprocher Vaction bactériostatique 
de la streptomycine d’une narcose. 

En ce qui concerne Ja non-formation de complexes insolubles 
entre la streptomycine et les dérivés phosphorylés de poids 
moléculaire relativement bas, nous insisterons encore sur ce que 
la formation de composés insolubles est un cas particulier de 
Vaffinité ; remarquons que Massart et ses collaborateurs [22] ont 
monuré que la respiration de la levure de boulangerie en milieu 
glucosé phosphaté était inhibée par différents colorants basiques : 
cette inhibition est levée partiellement par addition d’acide 
nucléique, d’acide adénylique ou d’A. T. P. Les résultats que 
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nous donnons dans notre présent travail rendent compte de ces 
faits. (Jeener et Brachet [23] ont -signalé incidemment et sans 
préciser que les mononucléotides devaient se combiner avec le 
bleu de toluidine.) 

Quant 4 la combinaison streptomycine-acide mycolique, nous 
soulignerons que la str eee fait perdre son acido-résistance 
au bacille tuberculeux [24] et, en admettant méme que l’acido- 
résistance soil « uc par lintégrité morphologique de 


_- quelque structure cellulaire qui peut étre détruite par les moyens 


mécaniques, enzymatiques ou chimiques dans les conditions qui 
ne détruisent pas l’acide mycolique » [25], il est incontestable 
que l’acide mycolique est acido-résistant [26] et nous pensons que 
la streptomycine peut agir au niveau de ce composé engagé ou 
non dans quelque complexe. On sait d’ailleurs que de tels com- 
plexes existent : N. Choucroun {27, 28, 29] a isolé du bacille 
tuberculeux une substance toxique constituée par un polysaccha- 
ride et acide mycolique. Le polysaccharide et acide mycolique, 
pris individuellement, sont dépourvus de toxicité; les souches 
de bacilles tuberculeux les plus « virulentes » renferment le plus 
de ce complexe. On connait la singuliére sensibilité du_bacille 
tuberculeux a la streptomycine et sil est bien exact qu’in vivo 
cet antibiotique agit particuliérement sur l’acide mycolique ou sur 


- le complexe dans lequel cet acide est engagé, on pourrait consi- 


dérer que la streptomycine aurait non seulement un pouvoir anti- 
bacille tuberculeux, mais également, dans ce cas précis, un 
pouvoir antidotique. Ce pouvoir est évidemment différent du 
pouvoir antidotique décelé dans les filtrats d’ Actinomyces griseus 
par Ramon et Richou [80] qui, d’apreés les auteurs. est é a une 
activité: enzymatique. 


Riisums. 


1° L’acide streptomycinique, préparé a partir de plusieurs 
échantillons de streptomycine ou provenant du D* Fried, s’esl 
montré doué d’une certaine activité antibiotique (150 unités par 
milligramme en moyenne sur K. pneumonizx, technique Heatley). 
ee qui est contraire aux résultats de Fried et Wintersteiner 
(technique, par dilutions en bouillon). Cette divergence  parail 
s’expliquer par les techniques différentes utilisées (présence de 
sels inhibiteurs dans les bouillons). Dans ces conditions, nous pré- 
conisons la technique Heatley. 

2° L’acide streptomycinique ne précipite plus avec Vacide ribo- 
nueléique a pH 7 alors qu’il précipite encore avec la céphaline au 
méme pH. L’acide ribonucléique précipile cependant avee )’acide 
streptomycinique 4 pH 4,0. 

3° La streptomycine dénaturée par la cystéine ne précipite plus 
ni avec l’acide ribonucléique ni avec la céphaline. 
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i 4° De nouveaux complexes insolubles entre substances a point 
i iso-électrique opposé sont décrits : trypaflavine ou thymohistone de 
¥ veau nucléolides ou ATP ou antigéne somatique et particulié- 
=: rement trypaflavine (prise comme type de colorant basique) ou 
uf sireptomycine-acide mycolique. L’action du chlorure de calcium 
e: sur les complexes insolubles streptomycine-acide nucléique de. 
i, levure a également été étudiée. 

a 5° On discule ces résultats et on conclut qu’en tant que bacté- 
i riostatique, la streptomycine serait un poison de la perméabilité 
i et on rapproche bactériostase et narcose ; la streptomycine pourrait ~ 


Ses 


og agir comme antidote vis-d-vis du complexe toxique du bacille tuber- 
a culeux polysaccharide-acide mycolique. ' 

. 
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PARENTE IMMUNOLOGIQUE 
ENTRE L’'HORMONE CHORIALE HUMAINE 
ET CERTAINS POLYOSIDES 


1. — REACTIONS CROISEES AVEC LES POLYOSIDES 
DE GROUPES SANGUINS, DU PNEUMOCOQUE 
ET DU BACILLUS ANTHRACIS 


par A. EYQUEM et A. BUSSARD (*). 


(Services de M. R. Dusarric pe LA Rivibre ef de M. Granar. 
Institut Pasteur, C. N. R. S.) 


Au cours de recherches antérieures [1], nous avions constalé 
existence d’une réaction croisée dissymétrique entre la gonado- 
irophine choriale humaine et les substances de groupes sanguins. 
Certains sérums de lapins immunisés a l'aide de globules rouges 
humains du groupe A présentent une activité antigonadotrope 
chez la rate impubére, et précipilent spécifiquement Vhormone 
choriale humaine ; par contre, le sérum antigonadotrophine ne 
présente qu’une faible activité anti-A, 

,Connaissant la‘similitude des structures chimiques du polyoside 
caractéristique du groupe A et des polyosides du pneumocoque 
lype XIV et du Bacillus anthracis, il était loisible de prévoir 
existence de réactions croisées entre les différentes catégories 
d’antigénes et d’anticorps. 

On sait, en effet, depuis les travaux de Finland et Curnen [2] 
et de Lewine el ses collaborateurs [8], que certains globules 
rouges humains sont plus particuliérement agglutinés par le sérum 
anti-pneumocoque XIV, par suite de la formation d’une aggluti- 
nine anti-A, dans le sérum de lapin anti-pneumocoque XIV et 
d’une agglutinine anti-A, dans le sérum de cheval, ces aggluti- 
nines étant absorbables par le polyoside spécifique du pneumo- 
coque XIV. 

Ivanovics [4] a poursuivi ces recherches et constalé que le 
sérum de cheval anti-Bacillus anthracis agglutine les pneumo- 
coques du type XIV, le polyoside spécifique de ce type pouvant 
absorber les précipitines anti-B. anthracis. La substance spéci- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 avril 1949. 
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fique du groupe sanguin A est aussi précipitable par ce sérum, 
mais seulement lorsqu’elle est partiellement hydrolysée. 

L’explication de ces réactions croisées a été fournie par I’ étude 
de Pantigéne commun, qui s’est révélé étre un polyoside composé 
de N-acétylglucosamine et de galactose, et qui a été l’objet de 
différentes études, dont les plus récentes sont celles de W. T. J. 
Morgan et de Kabat. Ce dernier a signalé [5] que l’hydrolyse des 
substances spécifiques de groupe sanguin d’origine porcine 
augmente la précipitabilité par le sérum anti-pneumocoque XIV, 
au fur et 4 mesure de la libération du fucose. 

L’hormone choriale humaine étant considérée actuellement 
comme un glucoprotéide dont la partie glucidique serait formée 
d’éléments trisaccharidiques comportant une molécule d’hexo- 
samine [7, 8, 9], nous avons élé amenés a examiner de plus pres 
les parentés immunologiques entre hormone choriale humaine, 
les antigénes de groupe sanguin, les polyosides du pneumocoque 
XIV et du B. anthracis. 


TECHNIQUES ET MATERIEL. 


A. Anticznes. — L’hormone gonadotrope utilisée est extraite 
d’un mélange d’urines de femmes enceintes, de groupes sanguins 
connus dans certains cas; elle posséde un titre de 1.000 U. I. 
par mulligramme. c 

La substance spécifique du groupe sanguin. A a été extraite 
de la muqueuse gastrique de pore (de groupe sanguin A) par la 
technique de Morgan ; un échantillon purifié, d’origine humaine, 
nous a été fourni par le professeur W. T. J. Morgan. 

Le polyoside spécifique de pneumocoque type XIV nous. a été 
fourni par le professeur M. Heidelberger. 

Le polyoside du « B. anthracis » nous a été fourni par le 
Dr H. N. Rydon, il a été préparé par la méthode d’Ivanovics. 

La souche de « Diplococeus pneumoniz » type XIV, étudiée 
par M. Cotoni, qui en a vérifié les caractéres, provient du ser- 
vice de M"° Morch, de l’Institut de Sérothérapie danois. 


B. Antistérums. — Les sérums antihormones sont oblenus par 
immunisation d’animaux pendant deux 4 trois mois, a l'aide 
d’hormone adsorbée sur alumine, injectée dans certains cas par 
voie intraveineuse et par voie sous-cutanée dans d'autres. Chaque 
animal recoit, au cours de ]’immunisation, une dose totale variant 
de 2.400 4 4.000 U. I. Certains lapins ont été splénectomisés avant 
immunisation, ils n’ont été inoculés qu’aprés avoir retrouvé leur 
équilibre physiologique. Chez tous les animaux inoculés, nous 
avons effectué un prélévement du sérum avant immunisation ; 
ce sérum nous a servi de témoin au cours de toutes les réactions. 
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Le sérum anticharbonneux nous a été fourni par M. Staub, 
il provient d’un ane immunisé par injections intraveineuses de 
cultures vivantes de bactéridies acapsulées [10]. . 

Les sérums antipneumocoques nous ont été fournis en partie 
par le professeur Heidelberger, en partie par le D* Cotoni. 

Les sérums anti-A ont été préparés chez des Japins, cogs, 
chiens, boucs, suivant le protocole. indiqué précédemment [4], 
ou par immunisation de sujets des groupes O et B a Vaide de 
substances du groupe sanguin A d’origine humaine, Signalons 
que nous avions immunisé sans résultat 2 singes adultes de 
Vespece Cynomolgus, & Vaide d’injections intraveineuses de 
substance A d’origine porcine, De méme, l’immunisation de 
5 lapins A l’aide de substance A incorporée au mélange adjuvant 
de Freund n’a pas permis d’obtenir d’anticorps anti-A sous 
forme d’agglutinine compléte ou bloquante. 


C. Racrions ANTIGENE-ANTICORPS. — Les réaclions de précipi- 
tation ont été réalisées a l'aide de la méthode du disque (Ring- 
test) dans des tubes semi-capillaires A 20°, la lecture étant faite 
toutes les trente minutes pendant les quatre heures qui suivent. 

L’épreuve d’agglutination des pneumocoques a été exécutée 
i l'aide de suspensions de bactéries cultivées sur milieu 4 base 
de viande ayant subi une digestion papainique, ne contenant pas 
de pepsine ni de substance A d’origine porcine ou bovine. Nous 
avons vérifié, dans chaque cas, que ce milieu de culture ne pré- 
sentait pas de pouvoir inhibiteur vis-a-vis du sérum agglutinant 
anti-A ; on ne peut donc faire intervenir l’absorption d’antigéne A 
par les pneumocoques pour expliquer certains de nos résultats. 

L’activité protectrice « in vivo » des sérums vis-a-vis de Vhor- 
mone gonadotrope a été dosée par Ja réaction du tractus génital 
de la rate impubére ; 5 animaux étaient utilisés pour une dose 
donnée. L’activité indiquée est exprimée en unités antigonado- 
tropes par centimetre cube, e’est-a-dire la quantité d’unités 
internationales (standard international du National Institute for 
Medical Research Londres), neutralisées par 1 cm*® de sérum 
administré par voie sous-cutanée trente minutes avant ’hormone. 


ResuLtTars EXPERIMENTAUX BT DISCUSSION. 


Nous présenterons les résultats obtenus en 2 paragraphes : 
Activité immunochimique croisée des sérums antigonadotropes 
et activité antigonadotrope des-sérums antibactériens, 


A. Acriviti: IMMUNOCHIMIOUE CROISKE. DES s&RUMS ANTIGONADO- 
tropes. — Aprés examen des tableaux I et II, qui résument les 
résultats des expériences,* nous constatons que, sur 83 sérums 
antigonadotropes, 24 possédent le pouvoir d’agelutiner les sus- 
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pensions de pneumocoque XIV, les sérums correspondant avant 
immunisation étant inactifs. 

Les réactions de précipitation du polyoside XIV, moins fré- 
quemment positives, sont concordantes dans 11 cas. Parmi ces 
11 sérums, 9 précipitent également le polyoside du B. anthracis. 
D’autre part, 4 sérums agglutinant le pneumocoque XIV préci- 
_ pitent le polyoside du B. anthracis ; 5 sérums présentent un 
faible pouvoir agglutinant vis-a-vis du pneumocoque XIV, sans 
autre propriété vis-a-vis des polyosides bactériens. Dans 6 eas 
seulement, nous avons obtenu des réactions positives isolées. 

Par ailleurs, si nous examinons la correspondance entre le 
taux d’activité antihormonale et l’existence des agglutinines et 
précipitines bactériennes, nous constatons que la concordance 
-n’est pas complete. C’est ainsi que les sérums de lapins ayant le 
plus haut titre antigonadotrope (IX’, XIII, XIV, 664, 667, 668, 
669) n’ont qu’un faible pouvoir précipitant ou agglutinant. Si 
nous examinons les résultats obtenus, en fonction de la voie 
d’immunisation utilisée, nous constatons que c’est dans le cas 
d’animaux normaux immunisés par voie intraveineuse 4 l’aide 
d’hormone gonadotrope que nous obtenons les sérums les plus 
- actifs au point de vue agglutination et précipitation d’antigénes 

bactériens. La splénectomie préalable diminue cette activité. 

L’utilisation de la voie sous-cutanée pour ]’immunisation aboutit 

a des résultats identiques ; dans ce dernier cas, la splénectomie 

préalable ne provoque pas de modification aussi sensible des 

résultats. 


B. AcTivITE ANTIGONADOTROPE DES SERUMS ANTIBACTERIENS. — 

L’activité antigonadotrope d’un certain nombre de sérums anti- 
-bactériens a été étudiée a l’aide de la réaction de précipitation 
de hormone dans tous les cas, et dans certains cas physiologi- 
quement. Malheureusement, le nombre d’animaux nécessaires a 
chaque test physiologique étant assez important, nous n’avons pas 
encore pu étudier, du point de vue physiologique, un nombre suffi- 
sant de sérums. 

Nous avons constaté que les 2 sérums de lapin antipneumo- 
coque du type XIV a notre disposition présentent un pouvoir anti- 
gonadotrope compris entre 10 et 20 unilés internationales 
(tableau ITI). 

Un sérum de cheval anti-pneumocoque XIV et un sérum d’dne 
anticharbonneux, présentaient un pouvoir précipitant non associé 
4 une activité physiologique antigonadotrope. 

Nous avons cherché, dans le cas du sérum de cheval 618, a 
-préciser la zone d’équivalence en unités d’hormones, en effectuant 
l’étude du liquide surnageant aprés précipitation. Nous avons 
constaté que le taux d’activité du sérum est de Vordre de 1 U. I. 
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Tasteau Ill. — Activités antihormone, antigroupes sanguins, 
et antipolyoside C des sérums antipneumocoques. 


ACTIVITE ACTIVITES 
antigonadotrope | antigroupes sanguins 
5 POLYOSIDE 
SERUMS 
In vivo 
In vitro| Unités 
anti/em® 


0 40-20 | 4/428} 4/4 | 41/2 
0 40, -} 4/32) 4/32) 2/32 
Cheval 618 antipneumocoque XIV .}| + 0 4/256 |. 4/256 | 4/256 
Ane anticharbon -|- 0 4/2 0 0 


Lapin n° 4 antipneumocoque XIV . 
Lapin n° 2 antipnenmocoque XIV . 


par centimétre cube, c’est-a-dire assez faible, relativement au 
taux des sérums de lapins antigonadotropes. 

Dans le but d’apprécier limportance des réactions croisées 
qui nous ont été révélées, nous avons étudié les effets de l’absorp- 
tion de certains de ces sérums a l'aide d’antigénes ou de polyosides 
spécifiques. 

Nous avons ainsi constaté que ]’absorption du sérum de cheval 
antipneumocoque XIV par les globules rouges A ne permet pas 
d’enlever les anticorps précipitant hormone. A ce sujet, rap- 
pelons que dans les expériences de Beeson et Goebel [44], l’absorp- 
tion de sérum anti-Pn XIV a l’aide de globules rouges A n’enle- 
vait pas les agglutinines anti-Pn XIV, alors que la substance spé- 
cifique de groupe sanguin A était capable d’absorber 50 p. 100 
des anticorps anti-Pn XIV. Ceci permet A Kabat de conclure 
([6], p. 285) que, dans le cas du sérum anti-Pn XIV, ce n’est pas 
la méme fraction qui agglutine les globules rouges A et qui préci- 
pite la substance A. 

Quoi qu’il en soit, la précipitabilité de hormone par le sérum 
anti-Pn XIV n° 618 était quantitativement trop peu importante 
pour que l’on puisse espérer constater des différencesappréciables 
entre les précipités obtenus avec le polyoside homologue avant 
et aprés épuisement par l’hormone. Cependant, l’exécution de 
ces réactions d’absorption est restée encore limitée du fait de la 
faible quantité de produits purifiés dont nous disposions, surtout 
dans le cas des antigénes microbiens solubles. 

Dans le but de rechercher si les réactions signalées n’étaient 
pas dues a l’intervention de l’antigéne Forssman, nous avons 
examiné le pouvoir antigonadotrope de sérums de lapins immu- 
nisés avec des organes contenant l’antigéne Forssman : reins et 
foie de cobayes, reins et foie de souris, globules rouges de 
mouton, suspensions de Shigella dysenterix ou Salmonella para- 
typhi B. En aucun cas nous n’avons constaté d’effets antigonado- 
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_ tropes avec ces sérums. Nous avons, de méme, obtenu des résul- 
-tats négatifs avec le sérum de sujets ayant présenté une réaction 
sérique apres injection de sérum de cheval (ou avec le sérum de 
malades atteints de mononucléose infectieuse, avec réaction de 
Paul et Bunnel positive au 1/8.000). D’autre part, le taux d’agglu- 
tination d’une suspension de bacilles de Shiga par des sérums de 
japins antigonadotropes n'est pas plus élevé que celui des sérums 
prélevés avant immunisation. 

Enfin, le fait que le sérum de cheval antigonadotrope soit actif, 
et on sait que cet animal est porteur de l’antigéne Forssman, peut 
permettre d’écarter l’intervention de cet antigéne dans les réactions 
croisées signalées. 

D’autre part, nous avons recherché si, injectés seuls a forte 
dose, les antigénes microbiens donnant les réactions croisées 
signalées provoquaient une réaction du tractus génital de la rate 
impubére. A la dose de 0,5 mg. par animal, le polyoside du pneu- 
mocoque type XIV est sans action sur la rate impubére. Le préci- 
pité spécifique : polyoside pneumocoque XIV-antisérum homo- 
logue (0,1 mg. d’antigéne-1 cm? de sérum) est, lui aussi, dépourvu 
d’activité. 

L’étude chez la souris de l’activité protectrice de sérums anti- 
gonadotropes vis-a-vis de culture virulente de Pn XIV ne nous a 
pas encore permis d’aboutir a des résultats concluants. 

Nous poursuivons, actuellement, des essais de protection de 
lapins contre Jlinjection de suspensions de Bacillus anthracis 
vivants, a l’aide de sérums antigonadotropes précipitant le polyo- 
side charbonneux. Mais nous ne devons pas, cependant, perdre 
de vue le fait que les anticorps précipitant le polyoside C du 
Bacillus anthracis ne sont pas protecteurs. 

De toute maniére, il est nécessaire, avant de conclure, d’exa- 
miner un nombre plus important de sérums de lapins anti-Pn XIV. 

-Mais connaissant, depuis les constatations de Witebsky et ses 
collaborateurs [42], la possibilité d’absorber Je sérum anti-A a 
l’aide du polyoside du Pn I, cette étude devra étre complétée par 
la recherche des similitudes antigéniques entre l’hormone et les 
différents types de pneumocoques. 


CONCLUSION. 


1° a) Les sérums antigonadotropes présentent fréquemment une 
activité anti-Pn XIV et anti-charbon. I] n’y a pas parallélisme 
entre le pouvoir physiologique antigonadotrope et activité anti- 
Pn XIV et anti-charbon.: 

b) Cette réaction croisée ne semble pas étre absolument réci- 
proque, puisque les sérums anti-Pn XIV et les sérums anti-charbon 
examinés sont peu antigonadotropes. 
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Ces réactions ne sont pas dues a ]’antigéne Forssman. 

2° a) Les sérums antigonadotropes ne présentent qu’une faible 
agglutinine anti-A. 

b) Les sérums anti-A ne sont qu’exceptionnellement antigonado- 
tropes (in vivo et in vitro). 

3° a) Le sérum anti-charbonneux précipitant examiné ne pos- 
séde pas d’agglutinine anti-A. 

b) Le polyoside*du charbon n’absorbe pas les agglutinines — 
anti-A d’un sérum de lapin anti-A. 

De ensemble de ces résultats, on pourrait conclure a une | 
parenté antigénique plus étroite entre hormone gonadotrope et — 
les polyosides du Pn XIV et du charbon, qu’entre hormone et 
le polyoside du groupe sanguin A, cette parenté correspondant 
a une similitude chimique plus étroite. 

Ces quelques essais n’ont été possibles que grace a |’amabililé 
des professeurs M. Heidelberger, W. T. J. Morgan, du D* Cotoni, 
de M. Staub et du D™ Rydon. Nous les prions de recevoir tous nos 
remerciements pour l’aide qu’ils nous ont fournié. 


Resume. 


1° L’étude des sérums d’animaux immunisés a l’aide de Vhor- 
mone gonadotrope choriale humaine nous a permis de constater 
qu'une proportion importante de ces sérums présente la propriété 
d’agglutiner les suspensions de Diplo. pneumonix du type XIV, 
de précipiter le polyoside spécifique de type de cette bactérie, 
ainsi que le polyoside C du Bacillus anthracis. Cependant, la 
concordance entre ces différentes propriétés et le taux antigona- 
dotrope n’est pas complete. 

2° Parmi les sérums dont nous avons étudié le pouvoir anti- 
gonadotrope, nous avons constaté que 2 sérums de Japins anti- 
pneumocoque XIV présentent une activité décelable. 

3° Les rapports immunologiques semblent plus étroits entre 
hormone gonadotrope choriale humaine et le polyoside du pneu- 
mocoque XIV qu’entre hormone et les autres polyosides du 
groupe sanguin du B. anthracis. 
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FRACTIONS PROTIDIQUES ET FORMOL-GELIFICATION 


par G. MILHAUD . 


(Institut Pasteur. Service des Fermentations.) 


En 1920 Gaté et Papacostas [1] découvrirent par hasard que cer- 
tains sérums syphilitiques se prenaient en gel en présence de 
formol. On reconnut rapidement par la suite que cette particularité 
dépassait le cadre de certaines atteintes syphilitiques et s’étendait 
a de nombreuses maladies parasitaires sévissant hors d’Europe ct 
aux myélomes multiples. Des études plus récentes ont montré que 
la réaction au formol-gel présente un intérét certain dans un grand 
nombre d’affections courantes en Europe et dont le trait commun 
est de s’accompagner de modifications de l’équilibre protidique du 


. sérum. 


Divers auteurs ont essayé de préciser 4 quelles perturbations des ~ 
protéines sanguines était liée la formation d’un gel aprés addition 
de formol. L’hyperglobulinémie va, pour Kiirten [2] et Llyod et 
Paul [3], de pair avec une réaction positive. La précipitation des 
euglobulines suffit 4 négativer un sérum pathologique (Napier [{4)), 
alors que l’adjonction d’euglobulines A un sérum normal positive 
ce dernier. Selon Lloyd et Paul [3] une solution d’euglobulines ne 
réagirait pas en présence de formol, il faudrait lui ajouter des albu- 
mines et des pseudoglobulines. 

Wise et Gutman [5] ont fait les constatations suivantes : de 
35 sérums dont la teneur en globulines est supérieure ou égale a 
4 g. p. 100, 34 réagissent en présence de formol en vingt-quatre 
heures. 52 sérums présentant moins de 3,4 g. p. 100 restent 
liquides dans les mémes conditions. Enfin, ceux dont le taux de 
globulines est compris entre ces deux valeurs donnent des résultats 
variables. Pour de Vries [6] la réaction serait généralement néga- 
live quand le taux de globulines est inférieur a 3,6 g. p. 100 et posi- 
tive au-dessus de 3,7 g. p. 100. 

Le fibrinogéne joue un réle important dans le processus de la 
gélification (Nicolas [7]) ; pour Chopra et coll. [8] il s’agirait d’une 
réaction de fibrino-globulines dont le point iso-électrique de 6,8 
est voisin du pH 7, qui serait celui de la prise en gel. Mais nous 
savons aujourd’hui que les pH des points iso-électriques du fibrino- 
géne et des globulines sont notablement plus bas. 

Vershure [9], dont le travail nous parvient en derniére heure 
prétend qu’une teneur en »-globulines supériedre a 26 B.D, 100 
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~ produit une prise en gel, ce qui correspond a une forte augmen- 
_ tation du taux de celles-ci puisque la valeur normale se trouve vers 
= 0,8 g. p. 100. 

Enfin, inactivation du sérum maintenu 4 56° pendant une demi- 
heure accélérerait la réaction pour les uns (Kirten [410]), la ralen- 
tirait pour d’autres (Mayr [44]) et serait sans importance pour Gaté 
et Papacostas [4]. 


Ces résultats, parfois contradictoires, ont été obtenus par des © 


- méthodes différentes et partiellement démodées. Nous avons pensé 
qu'il serait utile de reprendre une eee serrée de la réaction au 
formol, 


FRACTIONS PROTIDIQUES GELIFIABLEs. — Notre propos a été de 
déterminer le ou les constituants du plasma susceptibles de donner 
un gel avec le formol. 

La méthode de séparation du plasma que Cohn et coll. [12] ont 


mise au point durant la guerre permet d’obtenir des fractions de . 
- composition définie. L’alcool éthylique, plus ou moins étendu 


d’eau, précipite 4 basse température et a divers pH des protéines 
non dénaturées, la force ionique demeurant faible. Ces fractions 
mises en solution devaient se comporter différemment vis-a-vis du 
formol et permettre de déterminer celles qui étaient responsables 
de l’apparition du gel. De plus, on pouvait, grace a elle, reconsti- 
tuer a partir de sérums ou plasmas normaux, des sérums ou plas- 
mas pathologiques. Il devenait possible de trouver les concentra- 
tions minima indispensables 4 une positivation. 

D’autre part, quelques auteurs ont décrit une inhibition exercée 
par certaines composantes plasmatiques sur celles qui pouvaient 
donner une réaction révélant un déséquilibre protidique., Ainsi, 
la vitesse de sédimentation est ralentie par la présence d’albumine. 

Gros [43] a montré que l’albumine avait un effet colloido-protec- 
teur, dont la réduction en cas d’hypoalbuminémie se manifestait 
par une réaction de Takata-Ara positive. Les études de Hanger [44] 
-sur la floculation a la céphaline-cholestérine abondent dans ce 
sens ; de méme les albumines d’un sérum normal, comparées Aa 
celles d’un malade atteint d’hépatite, peuvent inhiber des tests de 
floculations syphilitiques (Volkin [45)). 

Dans le cas de l’épreuve qui nous occupe, existe-t-il une telle 
interaction ? La dilution des fractions gélifiables dans celles qui 
ne l’étaient pas devait permettre de résoudre ce probleme, en pre- 
-nant comme étalon les mémes dilutions dans du sérum physiolo- 
gique. 

Composition électrophorétique des six fractions de Cohn. — En 
résumant rapidement l’analyse électrophorétique des fractions de 


Cohn, dont nous avons conservé la nomenclature originale, on peut , 


dire que [16] : 


. 
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La fraction I comprend 62 p. 100 de fibrinogeéne ; 

La fraction Il + IIL comprend 53 p. 100 de @-globulines et 
Sony, . 
ol Pp. 100 de 9 a ‘ 

La fraction IV-1 comprend 89 p. 100 de globulines a et 9 p. 100 
de 8 ; i 

La fraction [V-4 comprend 52 p. 100 de globulines a et 42 p. 100 
de7873 

La fraction V comprend 97 p. 100 d’albumines. 

La composition de ces fractions ne varie pratiquement pas d’un 
fractionnement a l’autre, si l’on se tient scrupuleusement aux condi- 
tions expérimentales fixées par Cohn et ses coll. 


PARTIE EXPERIMENTALE. 


FRACTIONNEMENT DU PLASMA HUMAIN. — On utilise un plasma (1) 
contenant, par litre, 100 cm® de citrate 4 4 p. 100. La conservation 
a la glaciére permet de maintenir le pH a 7,4. . 

Fraction I (fibrinogéne). — Le plasma est agité lentement tandis 
qu’il est refroidi 4 0°, en prenant soin d’éviter la formation de 
glace. On ajoute alors, par litre de plasma, 177 cm* d’alcool éthy- 
lique a 53,3 p. 100 (d. 0,9198 a 25°/eau 4°) et 1 cm*® d’un tampon a 
Vacétate 0,8 m de pH 4, pour arriver 4 une concentration en alcool 
de 8 p. 100 et a un pH de 7,2 + 0,2. L’addition se fait goutte a 
goutte en agitant et requiert une heure et demie, alors que la tem- 
pérature tombe a — 2,5°. Le fibrinogéne précipite et on le sépare 
par centrifugation 4 —2 ou — 38°. Cette fraction I se conserve quel- 
ques mois 4 —5°. f 

Fraction II + III (8 et y-globulines). — Le liquide surnageant 
est amené a une concentration en alcool de 25 p. 100 et au pH 6,9. 
On utilise a cet effet, par litre de liquide centrifugé, 601 cm* 
d’alcool 4 53,3 p. 100 préalablement refroidi 4 — 5°, et le mélange 
de 0,88 em* d’acide acétique 10 m, de 0,44 cm® d’acétate de Na 4 m 
et de 2,30 cm’ d’éthanol 4 95 p. 100 (mesurés A 25°). Le temps 
d’addition est de cing heures. La fraction II + III précipite ; elle 
est centrifugée 4 — 5°. 

Fraction IV-I (g-globulines). — Le liquide surnageant est 
porté, en deux étapes, 4 un pH de 5,2 et A une concentration en 
alcool de 18 p. 100. 

1° On fait tomber goutle A goutte, en l’espace de ‘une heure et 
demie, 311 cm* d’eau a 0° par litre de liquide surnageant, préala- 
blement refroidi 4 — 5°. 

2° Puls on ajoute 78 cm* d’eau a 0° contenant suffisamment de 


(1) Nous tenons 4 _remercier vivement le colonel Juillard, du Service 
central de Transfusion et de Réanimation de l’Armée (Clamart),° qui 


a mis gracieusement & notre disposition 1 lit. 1/2 de plasma et 1/2 litre 
de sérum. 


; 
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tampon pour abaisser le pH 4 5,2 + 0,2. La quantité de tampon 
nécessaire est déterminée auparavant par titrage en mesurant 
le pH a l’électrode de verre 4 25°, aprés dilution suffisante pour 
éviter V’interférence de lalcool. Cette addition nécessite une heure 


environ, la température étant maintenue a — 5°. Puis on agite 


\ 


encore pendant une heure et abandonne huit heures &4 —5°. La 
fraction IV-1, formée d’g-globulines, précipite comp]étement, elle 
est séparée par centrifugation 4 — 5°. ; 

Fraction IV-4 (g- et @-globulines). — Le liquide centrifugé est 
alors porté au pH de 5,80 + 0,05 et A une concentration de 
40 p. 100 d’alcool. A cet effet, on ajoute d’abord durant une heure 
et demie, a la température de — 5°, le tampon nécessaire (on 
obtient généralement le pH désiré a l'aide de 1,14 g. de bicarbo- 
nate de sodium et de 7,9 cm’ d’acétate de sodium 4 m dans 77 cm*® 
d’eau), puls 456 cm* d’alcool 4 95°, refroidi également 4 — 5°. La 
fraction IV-4 précipite : elle est centrifugée 4 — 5°. 

Fraction V (albumines). — Le liquide surnageant est filtré en 
suspendant 0,5 p. 100 de supercel lavée, et, pour obtenir la frac- 
tion V, on abaisse le pH a 4,8 en maintenant le taux d’alcool 4 
40 p. 100 et la température 4 —5°. On fait tomber goutte 4 goutte 
durant deux heures et en agitant la solution suivante : 5 cm? 
d’acide acétique 10 m, 2,5 cm? d’acétate de sodium 4 m, 10,5 cm? 


~dalcool a 95° et 7 cm? d’eau, par litre de liquide filtré. On aban- 


donne trois heures sans agitation puis on centrifuge entre — 5° 
et —6°. Le liquide surnageant qui représente la fraction VI con- 
tient 1 p. 100 de protéines. La purification du culot de centrifu- 
gation — fraction V — comprend sa dissolution dans 6 volumes 
d’eau a 0° et l’addition, en deux heures, de 1 volume d’alcool a 


53,3 p. 100, la température tombant 4 —2°—38?°. On agite encore. 


durant deux heures et on filtre. Le filtrat est amené, par du bicar- 
bonate, au pH 5,2 (mesuré a l’électrode de verre), puis on ajoute, 
par litre, en deux heures, a la température de — 5°, 545 cm? 
d’alcool froid 4 95°. On centrifuge entre — 5° — 6°. Cette fraction 
contient presque toutes les albumines avec moins de 3 p. 100 de 
globulines a et 0,5 p. 100 de globulines 8. 


FRACTIONS PROTIDIQUES GELIFIABLES. — Les protéines fraction- 
nées se présentent 4 froid sous forme d’une masse cireuse, blanche 
a l’exception de la fraction IV-1 qui est jaundtre. Pour étudier le 
comportement de ces protéines nous les avons dissoutes dans du 
sérum physiologique. A cet effet, on met en suspension dans un 
tube a centrifuger contenant une solution de NaCl a 8 p. 1.000 
une certaine quantité de la fraction étudiée. On abandonne une 
demi-heure 4 la température ambiante pour assurer une bonne 
solubilisation, puis on centrifuge. Le culot de centrifugation est 
rejeté. 
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La détermination du taux des protides dissous fut faite par 
précipitation avec un mélange d’acétone-alcool. 

Nous avons fait les expériences suivantes : . 

1° Nous avons ajouté a du plasma et 4 du serum normaux, ne 
prenant pas en gel aprés addition de formol, des quantités crois- 
santes des fractions | A V, pour déterminer, en essayant de les 
reconstituer, les conditions d’apparition du gel ; 

2° En diluant dans du sérum physiologique les fractions respon- 


sables de la gélification, nous avons déterminé approximativement 


le taux minimum de chacune d’elles donnant encore une réaction 
positive ; 

3° En diluant progressivement les fractions gélifiables dans 
celles qui ne |’étaient pas, nous avons essayé, par comparaison 
avec les expériences précédentes, de mettre en évidence une 
éventuelle inhibition de la formation du gel par ces derniéres, 


TECHNIQUE DE LA REACTION. — La réaction au formol-gel est 
extrémement simple. A 1 cm* de sérum introduit dans un tube a 
essai de dimensions appropriées (1,5 x 5 cm.), on ajoute II gouttes 
de formol 4 35 p. 100, neutralisé avant l’emploi par de la soude 
caustique diluée, en présence de méthyle orange. Cette neutra- 
lisation n’est d’ailleurs pas indispensable en pratique. Nous nous 


“y sommes tenu pour exécuter nos expériences dans des condi- 


tions exactement reproductibles, le formol du commerce ayant une 
acidité variable. Le gel peut apparaitre au bout de quelques 
minutes, exceptionnellement il est vrai. Un laps de temps de 
vingt-quatre 4 quarante-huit heures est nécessaire dans la majorité 
des cas. Passé ce délai, la réaction est considérée comme négative. 


GELIFICATION PAR ADDITION DE FIBRINOGENE (fraction 1), PuIS DE 


-FormMoL. — Une solution de la fraction I pure (20 mg. par centi- 


er Ee 


FRACTION I + 1 cM? DE PLASMA 


FRACTION 1 + 1 cm® DE SERUM 
Fraction I Lecture Vraction I Lecture 
i aprés | aprés | aprés ‘ apres 
cm mee Sh. | ab. | a8 he | OPS mage, | SP eRe lee ae 
Température : 20°, 

0 0 _ a —_— 0 0 = a“ — 
0,4 2 _ + Sa by 4 cS ©: = 
0,2 4 4. 4 + 0,2 8 — _ + 

4 8 + +4 -{- 0,4 416 oo + + 
0,5 10 =| nt + 
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métre cube), constituée en majeure partie de fibrinogéne, se prend 
en gel en deux minutes. 


ss 


FRACTION 1 + 4 cm® DE PLASMA FRACTION I + 41 cm® DE SERUM 

Fraction I Lecture Fraction I Lecture 

: Me aprés - é é : 
em | me | opts Sg AC get ae, tones | epee 

‘Température : 37°. 

0 0 — — 0 0 — 
0,1 1,8 + + 0,4 1,8 — — 
0,2 3,6 ate oe 0,2 3,6 ik af 
0,3 5,4 =p — 0,3 5,4 + _ 
0,4 age + + 0,4 1,2 + + 
0,5 9,0 _ _ 0,5 9,0 + + 


Nous tirons de ces expériences les conclusions ssuivantes : 

1° Le fibrinogéne donne un gel en présence de formol ; 

2° Le plasma enrichi de fibrinogéne se gélifie plus rapidement 
que le sérum traité de la méme facon ; 

3° L’élévation de température a 87° favorise la formation du 
gel. 


GELIFICATION PAR ADDITION DE @- ef ‘y-GLoBULINEs (fraction II 
+ III), puis pE rormor. — Une solution pure de la fraction II 
+ III, mélange de @- et y-globulines (50 mg. par centimétre cube), 
se prend deux fois plus lentement qu’une ‘solution de Bprnogens 
de concentration deux fois plus faible. 

Conclusions : 

1° Le plasma se prend en gel aprés qu’on y a ajouté trois fois 
moins de globulines qu’au sérum ; 

2° Une élévation de température favorise la réaction. 

La fraction IV-1 est essentiellement formée de globulines a. 
L’addition de 5 450 mg. dissous dans du sérum physiologique se 
révéla incapable de faire prendre en gel un sérum et un plasma 
normaux, et cela aussi bien 4 20° qu’a 37°. Méme en prolongeant 
Vexpérience pendant soixante-quatre heures, la seule modification 
fut l’apparition d’un trouble. Une solution de cette fraction dans 
du sérum physiologique (100 mg par centimétre cube) ne se 
prend en gel qu’aprés trente-six heures. On voit donc que les 
a-globulines réagissent avec une trés grande lenteur, méme en 
solution pure et trés. concentrée. 

La fraction IV-4 est un mélange en parties 4 peu prés égales de 
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rracrion IL + II] + 4 cm® 


rraction II + II] + 4 cm® DE PLASMA DE SERUM 
Fee a ee aia Ce ee Ave eee a ee es 
Fraction Il 4+ UI Lecture Lecture 
cm$ mg. aprés 16 h. | aprés 48 h. aprés 16 h. | aprés 48 h. 


Nee ne 
a 
Ee 


Température : 20°. 


0 0 — = HS ar 
0,4 5 _ qe = 3 
0,2 10 + cB xe => 
0,3 45 + + = ig 
0,4 20 “f + 5F a 
0,5 25 oF ot fs ac 
Température : 37°. * 
0 0 — _ a 
0,4 5 + + — — 
0,2 40 + ai = ta 
0,3 45 + + + + 
0,4 20 + + ate ay. 
0,5 25 + t+ + La 


globulines a et 8 et contient en outre 1/6 d’albumines. En solution 
physiologique additionnée de sérum ou de plasma, en quantité 
variant de 2,2 4 22 mg. par centimetre cube, aucun gel ne se prit, 
ni a 20° ni a 387°, méme aprés soixante-quatre heures. Une solu- 
tion pure de cette fraction (28 mg. par centimétre cube) ne gélifia 
pas non plus. Les concentrations employées étaient, il est vral, 
plus faibles que pour les fractions II + III et IV-1, du fait d’une 
solubilité plus faible. ; 

La fraction V est composée essentiellement d’albumines et con- 
tient moins de 3,5 p. 100 de globulines : ajoutée en quantité crois- 
sante de 3 4 15 mg. a du plasma et A du sérum normaux, elle ne 
modifia pas leur propriété en présence de formol. 


Conciustons. — Les expériences précédentes nous ont amené 
a la conclusion que les fractions protidiques responsables d’une 
réaction positive au formo] étaient le fibrinogéne ou les y-globu- 
lines. ‘Les réactions négatives des fractions IV-1, IV-4 et V en 
présence de formol ont permis d’exclure les o-globulines (IV-1) 
les 8-globulines (IV-4) et les albumines (V). 

Pour déterminer le seuil d’apparition du gel, nous avons dilué 


des solutions des deux fractions actives dans du sérum physio- 
logique. 


? 


A a la fraction I (fibrinogéne) additionnée de formol se prend 
en gel: 
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En deux minutes, pour une concentration égale ou supérieure 
a 1,8 p. 100; 

En quatorze heures, pour une concentration de 0,32 p. 100. 
La concentration de 0,32 p. 100 se trouve encore dans les limites 
- normales. La faible inhibition qu’exercent les albumines sur la 
_ prise en gel suffit 4 empécher la gélification d’un plasma normal] 
Be en quarante-huit heures. 

i A 20°, la fraction II + III ee et’ @-globulines) additionnée de 
2 formol se prend en gel : 
$s En cing minutes, pour une concentration égale ou supérieure a 
3,8 p. 100; 

En quatorze heures, pour une concentration de 1,1 p. 100. 
‘4 Tl ressort de ce qui précéde que le fibrinogéne se prend en gel 
- a une concentration nettement inférieure a celle du mélange des 
_ globulines 8 et y. 
ia Il restait A essayer de mettre en évidence une inhibition éven- 
tuelle exercée par l’une ou l’autre des fractions ne réagissant pas 
avec le formol sur celles qui donnaient un gel positif. 

A cet effet, nous avons comparé les dilutions progressives de la 
fraction I (fibrinogéne) et de la fraction II + HI (globulines @ et y) 
dans des solutions contenant les fractions IV-1 (g-globulines), IV-4 
(g- et B-globulines) et V (albumines) en notant un retard éventuel 
dans lVapparition de la prise en gel. 

Dilution du fibrinogéne (fraction I) dans les autres fractions, 
puis addition de formol ; température 20° : 


7 SERUM FRACTION IV-4 | Fraction IV-4 FRACTION V 
FRACTION I physiologique 7,5 mg-/cm* 49 mg./cm? 29 mg./cm? 
24 mg./cm? t 

Lecture Lecture Lecture Lecture 
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24 tl] tf] + f+ | f°) + 7 4+ 
16 t+] +] +] +) 4+ ] +] 4+ 
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On voit que les fractions IV-1 et V sont légérement inhibitrices 
_de la prise en gel,. particulicrement en lisant la réaction aprés 
vingt-quatre heures, mais le résultat final n’est pas modifié de 
facon sensible. 
Dilution des globulines @ et y (fraction II + III) dans les autres 
fractions, puis addition de formol ; température 20° : 


SERUM rraction 1V-4 | rraction 1V-4| FRACTION V 
FRacTION II + III | physiologique 7,5 mg./cm? 19 mg./cm$ 29 mg./cm$ 


76 mg./cm* 
Lecture Lecture Lecture Lecture 


(24 h. | 48 h. 
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On voit que les fractions IV-1, IV-4 et V semblent n’exercer 
qu’une légére inhibition sur l’apparition du gel. 

Pour apprécier les résultats obtenus au cours des expériences 
que nous venons de rapporter, il faut se rappeler que, si les frac- 
tions protéiques ne sont pas dénaturées (la préparation des y-glo- 
bulines employées en thérapeutique se fait de la méme fagon), 
elles ne sont pas des substances pures et proviennent de sangs 
normaux. Des globulines pathologiques peuvent vraisemblable- 
ment apporter quelques modifications quantitatives 4 ce qui pré- 
céde. 


CoNCLUSIONS 


Quelles modifications de la formule protidique aboutissent a 
une prise en gel en présence de formol ? 

Notre propos a été de préciser une fois pour toutes le méca- 
nisme exact de la gélification et le degré de spécificité que l’on 
peut lui reconnaitre en utilisant le fractionnement du plasma 
humain a froid 4 l’aide de mélanges en proportions diverses 
@alcool et d’eau a différents pH, ‘qui fournit des protéines non 
dénaturées (méthode de Cohn). Nous avons pu établir que : 

Le fibrinogéne et les y-globulines sont seuls gélifiables ; 

Le gel apparait pour une concentration nettement plus élevée 
de -globulines que de fibrinogéne (séries de dilutions dans du 
sérum physiologique) ; 

Les albumines n’exercent pratiquement pas d’inhibition sur la . 
prise en gel; en d’autres termes, une hypoalbuminémie ne suffit 
SASH un sérum, comme c’est le cas pour la réaction «le 

Un séjour a l’étuve a 40° accélére la réaction. 

L’intérét qui distingue la réaction au formol-gel des nombreux 
tests de déséquilibre protidiques, qui ont été proposés a la cli- 
nique dans un passé récent, réside moins dans l’extréme simpli- 


FRACTIONS PROTIDIQUES ET FORMOL-GELIFICATION Tee 


cité de son exécution et de sa lecture que dans sa spécificité vis- 
a-vis des +-globulines, lorsqu’elle est pratiquée avec du sérum. 
_ L’hyperglobulinémie + est en effet la perturbation des protides 
plasmatiques qui est la plus fréquente en clinique. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 2 Juin 1949. ke 


Présidence de M. GasTINEL. ra Ane a 


PRESENTATION D’OUVRAGES 


M. Pierre Gastinel : J’ai l’honneur de déposer sur le bureau de la 
Société de Microbiologie ce Précis de Bactériologie médicale qui, malgré 
son format et son nombre de pages, demeure un précis. 

En le rédigeant, nous nous sommes assigné plusieurs buts : d’abord, 
mettre entre les mains de l’étudiant et du médecin un livre donnant 
les connaissances nécessaires pour comprendre la Pathologie infectieuse. 
Mais il fallait aussi songer au programme de 1|’Enseignement complé- 
mentaire qui se poursuit dans les Facultés en vue du dipléme d’Uni- 
versilé. Enfin, il convenait qu’un ouvrage fait a la disposition de tous | 
“4 ceux qui veulent s’initier sur le plan biologique A la Microbiologie 
wags médicale. 

Mi Une premiere partie est consacrée A des éléments introductifs de 
bactériologie générale et d’immunologie. La deuxiéme est réservée a 
‘ie des principes de technique et a l’examen de produits pathologiques, 

Nous exposons la classification bactériologique américaine et celle de 
M. Prévot, puis, dans les parties différentes du livre viennent l’étude 
me des microbes classés par genres, celle des spirochétales, des Ridketisias 
=a des ultravirus. — 


A Nous avons surtout voulu insister sur les propriétés qui ont un rdle 
Ys S: dans le déterminisme morbide, commandent la physio-pathologie des — 
e infections et réglent les moyens 4 mettre en ceuvre pour établir un 
ay diagnostic par des procédés directs ou indirects. $ 
a L’iconographie provient surtout du service Photomicrographique de 
% l'Institut Pasteur et nous remercions M. Tréfouél d’avoir autorisé cette 
Mr’ collaboration. Trois chapitres paraissent sous la signature de leurs — 
; auteurs : M. Jude a rédigé l’examen bactériologique des eaux ; 
gq M. Demanche, les techniques sérologiques dans la syphilis ; M. Pierre ; 
“ah Nicolle a fait Vexposé des bactériophages. Nous leur témoignons notre 
% gratitude. 


by M. Lebert : Nous sommes heureux de faire hommage A la Société 
Francaise de Microbiologie By un travail intitulé : Technique actuelle 


= 
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- sorti des Presses de la « Collection des Travaux de Pathologie Comparée ». 
Cet ouvrage comporte un exposé détaillé de la technique d’isolement 
t de détermination des bactéries anaérobies, telle qu’elle est couram- 
‘ment pratiquée au Service des anaérobies de l'Institut Pasteur ; il est 
divisé en trois chapitres et trois annexes. Dans le premier chapitre se 
trouyent décrites les techniques de préparation du milieu de base : le 
ouillon viande-foie, ainsi que celles de tous les autres milieux: de 
ulture qui en dérivent ; le deuxiéme chapitre comprend l’exposé 
étaillé des manipulations permettant d’arriver 4 la colonie isolée en 
partant d’un prélévement initial contenant un mélange de germes. 
4 a « fiche minimum de détermination » établie par A. R. Prévot sert 
de plan au itroisiéme chapitre, dans lequel on trouvera la marche & 
Suivre pour la mise en évidence des caractéres morphologiques, phy- 
- -siologiques, culturaux, biochimiques, sérologiques et pathogénes des 
germes anaérobies. La confrontation des résultats ainsi obtenus avec 
les données du Manuel de classification et de déterminalion des bac- 


du germe a identifier. Les annexes, enfin, comportent : les tables 
Duclauz servant & la détermination rapide au type fermentaire d’une 
hactérie ; exposé de la méthode de Behrens et Kley, modifiée pour 
la recherche précise de la nature des acides provenant de la fermen- 
tation bactérienne et enfin le mode de préparation des différents 


germe. 

En résumé, cette technique détaillée se présente comme un aide- 
-mémoire qui pourra permettre aux bactériologistes, non initiés aux 
_ problémes - de l’anaérobiose, d’aborder, avec confiance, un domaine 
Thouveau pour eux. 


© John F. Fulton : Aviation Medicine in its Preventive Aspects, Oxford 
University Press, 1948, 14 x 22 cm., 169 pages. 


Les conditions du val moderne ont créé un chapitre nouveau de la 
‘i _ physiologie, celui de l’adaptation du corps humain aux vitesses et 
a aux altitudes atteintes par les aéronefs. Ce livre, attrayant et abon- 
- damment illustré, dédié & la mémoire des pionniers de la physiologie 
de l’aviation, Paul Bert, John Scott Haldane, Yandell Henderson et 
a Joseph Barcroft, est la reproduction des lecons faites par l’auteur en 
- 1947 4 lEcole d’Hygiéne et de Médecine Tropicale de Londres. 
_ Dans les chapitres du début, il retrace histoire des recherches sur 
merc matation, de l’homme aux hautes altitudes 4 la lumiére des 
travaux des précurseurs abondamment cités et analysés. 

Dans sa partie actuelle, il apporte des documents jusqu’ici inédits 
sur l’étude physiologique du vol strastosphérique et de |’influence des 
efforts d’accélération sur les aviateurs, études auxquelles les différents 
_laboratoires alliés ont procédé & l’occasion de la guerre. A-cet égard, 
il apporte aux pliysiologistes des documents d’une valeur considérable : 
ja lecture et 1’étude du livre s’imposera A tous ceux qu’intéresse la 
_ question. 


\ 
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-@isolement et de Deberaiindtion des bactéries anaérobies récemment 


_ téries anaérobies, de A. R. Prévot, permet une détermination rapide | 


réactifs chimiques utilisés pour les caractérisations biochimiques du 


r ag od 
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L Martin et M. Hynes. — Clinical Endocrinology, J. et A. Churchill 
Ltd. 104. Gloucester Place, London W. 1., 1948, 15,5x22 cm. 
206 pages + index 15 pages, 22 figures et 8 planches. 


A l’usage des étudiants et des praticiens, les auteurs ont rédigé ce 
précis qui réunit sous une forme condensée I’état actuel de Vendocri- 
nologie et de l’endocrinothérapie. 

Chaque chapitre contient l’essentiel du sujet. On regrettera parfois — 
que les indications thérapeutiques soient formulées d’une fagon aussi | 
schématique. Les illustrations sont dans l’ensemble bonnes. 

Une bibliographie (lémentaire est donnée d la fin de chaque chapitre. 

Pats 


G. W. S. Andrews et J. Miller. — Penicillin and Other Antibiotics, 
Todd Publishing Group Ltd., London W. 1., 13x19 cm., 160 pages, 
4 planches. 


L’ouvrage constitue une excellente revue générale de la pénicilline 
et autres antibiotiques. L’abondance de la documentation spécialisée 
sur le sujet, déja mise 4 la disposition des chercheurs au cours de ces 
derniéres années, contribue 4 donner a cette étude un caractére de 
vulgarisation qui répond du reste au but de Ja collection dans laquelle 
elle parait. ; 

Si tout ce qu’on y trouve présente un trés réel intérét, il est a 
craindre que les progrés rapides de nos connaissances sur les antibio- 
tiques ne condamnent bientot l’ouvrage a revétir un caractére plus 
historique qu’actuel. 

|| De 


Trevor I. Williams. — An Introduction to Chromatography, Blackie 
and Son Ltd, London and Glasgow, 15x22 cm., 100 pages, 8 plan- 
ches dont 3 en couleurs. 


Cet excellent petit livre, clair et bien présenté, expose les principes, 
la technique et les méthodes de la chromatographie A l’usage des 
travailleurs de laboratoire. 

L’usage de la chromatographie s’est imposé depuis plusieurs années 
comme une technique: précieuse pour la séparation analytique des 
substances qu’il est difficile d’isoler autrement. Elle est devenue une 
méthode indispensable dans certaines recherches, telles que l’analyse 
des colorants, la détermination des amino-acides, la séparation ou la 
préparation des antibiotiques, etc. 

Les travailleurs de laboratoire pourront se familiariser avec les diffé- 
rents procédés d’application usuels ainsi mis & leur portée. Une théorie 
de la chromatographie et de nombreuses illustrations contribuent ad la 
compréhension du texte qui, malgré son aspect volontairement élémen- 
taire, représente au contraire une des meilleures études qui aient été 
publiées sur ce sujet. 
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COMMUNICATIONS 


CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA RAGE 


ll. - DE LA PRESENCE DE HYALURONIDASE DANS LA BAVE 
DE CHIEN NORMAL 


par A. BUSSARD, R. BEQUIGNON et R. LAMY. 
Des travaux antérieurs nous ayant permis de constater que 


Ladjonction de bave de chien normal permettait de rendre la rage 
fixe virulente lorsqu’on l’inoculait par voie sous-cutanée au cobaye (1). 


ev que |’addition de hyaluronidase d’origine testiculaire au virus de la 


rage fixe permettait de reproduire ce phénomeéne chez le lapin et le 
cobaye (2), nous avons alors recherché directement la présence de 


hyaluronidase dans la bave du chien. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. — Nous avons choisi comme test et comme 


~ méthode de dosage de l’enzyme la réduction de viscosité de l’acide 


hyaluronique. Ce test, en effet, est des plus spécifiques puisqu’il corres- 
pond, en somme, 4 la définilion méme de la hyaluronidase. D’aprés 
McClean (8), les trois tests : inhibition de la coagulation de la mucine 
(M. C. P.), diffusion d’un colorant (D) et réduction de la viscosité 
(V. R.), présentent des corrélations convenables & condition d’observer 
certaines précautions. 

Nous avons utilisé comme substrat un hyaluronate d’ammonium 
provenant du cordon ombilical, purifié, en solution 4 0,3 p. 100 dans 
un tampon citrate pH=4,7. Dans ces conditions la viscosité de notre 
substrat était d’environ deux fois et demie celle de l’eau. 

Les mesures ont été effectuées 4 30°C dans un viscosimétre de 
Lecomte du Nouy, Chaix, Vérain, c’est-a-dire un appareil type Couette 
avec compensation électro-magnétique et lecture galvanométrique. Cet 
appareil présente l’avantage sur les viscosimétres type Ostwald de 
permettre 1’étude de la cinétique de la réaction de dépolymérisation 
avec des délais trés courts. Les mesures ont été faites toutes les minutes 
pendant quinze minutes. 

La comparaison des résultats obtenus avec cet appareil et avec le 
viscosimétre Ostwald donne d’ailleurs une bonne corrélation. 

L’adjonctiom de bave, produit qui a une viscosité propre élevée ‘ct 
variable suivant les individus, exige une correction dans les calculs. 
Cette correction a été apportée en supposant que les viscosités sont des 
phénoménes additifs. D’ailleurs, pour limiter l’erreur pouvant provenir 
du fait que cette supposition n’est qu’approchée, nous n’avons fait 


“nos dosages qu’en ajoutant 5 ou 10 p. 100 de bave a la solution @hya- 


(1) R. Béouicnon, R. Lamy et C. Viatat, ces Annales, 1949, 76, 283-285. 
(2) R. Broutcnon, A. Bussarp et C. Viatat, ces Annales, 1949, 76, 285. 
(3) D. McCuean, Biochem. J., 1943, 37, 169. 
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luronate. Le temps correspondant & la réduction de viscosité provoquée 
par une unité V. R. a été pris, suivant la convention, égal 4 vingt 
minutes. Les mesures ayant été effectuées & concentration constante 
de substrat, les objections apportées par Swyer (4) et coll. & la méthode 
de réduction de viscosité ne sont plus applicables et nos résultats sont 
comparables entre eux. 

La collecte de bave a été effectuée aprés administration sous-cutanée 
de 0,05 g de pilocarpine 4 chaque chien. 

Cette méthode entraine évidemment un inconvénient grave ; suivant 
la sensibilité individuelle la sécrétion salivaire a pu varier dans de 
grandes limites et, en conséquence, la dilution de l’enzyme (si celui-ci 
n’est pas sécrété en concentration proportionnelle par la méme glande, 
ce qui est parfaitement possible). Cet inconvénient limite considéra- 
blement la valeur des dosages qui doivent étre considérés comme 
donnant seulement des ordres de grandeur. 


Résutrats. — Ils sont consignés sans le tableau suivant. 


Activité enzymatique de diverses baves de chiens. 


NUMERO TRAITEMENT ACTIVITE 
de |’animal de la bave V.R.U./cem$ 


Non traitée. 48 
Bouillie 10 minutes. 

Non traitée. 

Non traitée 

Non traitée. 

Non traitée. 

Non traitée. 

Non traitée. 

Conservée 
2 mois a + 5°. 

Conservée 
2 mois a + 5°. 


Non traitée. races. 
Non traitée. 
Non traitée. 
Conservée 

2 mois & + 5°, 
Conservée 

2 mois &@ + 5°, 


A Vexception de 2 animaux sur 14 essais, nous constatons la pré- 
sence indiscutable d’une hyaluronidase dans Ja salive. L’activité dosée 
varie dans de grandes limites, lorsqu’on examine Ja salive dans les 
vingt-quatre heures qui suivent le prélévement de 6 & 154 V.R.U./em$. 


Le llition de la salive pendant cinq minutes détruit complétement 
Vactivité enzymatique. 


La conservation des échantillons & + 5° CG semble provoquer une 


(4) G. I. M. Swyer et C. W. Emmens, Biochem J., 1947, 44, 29. 
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baisse de l’activité, qui ne peut étre que supposée, le dosage avant 
stockage n’ayant pu étre effectué. 
il ne semble pas y avoir de corrélation nette entre l’activité et 1’Age 


du donneur. Quant au sexe, il semblerait que la salive des mAles soit 


en moyenne plus active que celle des femelles, mais on doit attendre 
une statistique plus complete, effectuée avec des prélévements plus 
physiologiques, pour régler cette question. De toute facon il parait 
incontestable que, dans la grande majorité des cas, la bave de chien 
contient une hyaluronidase. 


Discussion. Conctusion. — Aprés avoir décelé la présence de hyalu- 
ronidase dans la bave du chien normal, il nous parait raisonnable de 
conclure que c’est cette substance qui rend la. morsure du chien enragé 
particuliérement virulente et qui permet au virus de diffuser a travers 
le conjonctif jusqu’aux terminaisons nerveuses. 

Il semble bien, d’autre part, que la bave ne contienne pas d’acide 
hyaluronique. Bien que dans sa revue générale (5), Duran-Reynals ne 
signale pas de recherche de l’acide dans la bave, le fait que celui-ci 
soit absent de la mucine gastrique et nasale plaide en faveur de son 
absence dans la bave. Nous avons d’ailleurs constaté que les viscosités 
propres des salives ne diminuaient pas sensiblement au bout de plu- 
sieurs jours de conservation. Le paradoxe de la présence simultanée de 
hyaluronidase et d’acide hyaluronique dans le méme milieu biologique 
ne semble donc pas se poser. 


(Institut Pasteur. Service de Chimie Microbienne et Service des Virus.) 


ETUDE CYTOLOGIQUE 
DES BACTERIES EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 


I. — TECHNIQUE DE MISE EN EVIDENCE 
PAR DIGESTION ENZYMATIQUE DE L'APPAREIL NUCLEAIRE 


par Y. T. TCHAN et J. GLUNTINI. 


L’existence d’un appareil nucléaire chez les bactéries est admise 
aujourd’hui par beaucoup d’auteurs et des études biochimiques de cet 
appareil ont été faites qui permettent de le considérer comme de nature 
désoxyribonucléique (1). Malgré les perfectionnements techniques 
apportés aux colorations et aux digestions (2), l'étude cytologique de 
cette question se trouve limitée par le pouvoir séparateur des micro- 


(5) F. Duran-Reynars, Bact, Rev., 1942, 6, 198. 

(1) A. Borvin, R. Venprety et R. Tunasne, Arch. Sci. physiol., 1948, 4, 35 ; 
id., ibid., 1948, 4, 307. 

(2) K. A. Bisset, J. gen. Microb., 1948, 2, 126. — P. Boourr et Y. Lenourt, 
ces Annales, 1948, 74, 339. — L. Quersin, ces Annales, 1948, 75, 522. — 
M. Précuaub, ces Annales, 1948, 75, 66. — J. Smirn, F. V. Wercn et W. J. 
Frrorp, J. gen. Microb., 1948, 2, 220. 
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scopes ordinaires. En effet, si on admet la limite de résolution d'un 
microscope dans de bonnes conditions de contraste en lumiére visible 
d 0,25 m (objectif bien corrigé, O.N=1,4), Vappareil nucléaire qui a 
une grandeur assez pres de cette limite ne peut étre étudié avec préci- 
sion. Nous avons donc pensé qu’il était logique pour faire de nouvelles 
investigations dans de bonnes conditions de nous adresser au micro- 
scope électronique qui lui, est limilé par un pouvoir de résolution trés 
petit (2 mp) mais qui, par contre, présente d’autres difficultés ; ces 
derniéres sont dues, d’une part, au contraste insuffisant (2 bis) et, 
d’autre part, aux techniques spéciales des préparations, qui font perdre 
une partie importante du gain que l’on aurait pu espérer. 

Knaysi et Mudd [1943] (8) ont tenté de résoudre ce probléme par 
examen au microscope électronique de préparations traitées au bicar- 
_ bonate de sodium. Les résultats publiés par ces auteurs sur les staphy- 
locoques ne semblent pas confirmer les images obtenues par les 
méthodes de Robinow ou celles de Vendrely et Tulasne (1). En effet, 
les granulations n’ont pas le méme aspect que ce qu’on a l’habitude de 
voir au microscope ordinaire. D’ailleurs on n’a pas pu confirmer les 
observations de Knaysi avec les gonocoques, les streptocoques et les 
staphylocoques. 

D’autre part, Knaysi et Mudd (4) pensent que chez les cellules jeunes 
les granulations nucléaires se trouvent a l’état dissous dans le cyto- 
plasme. Ils appuient leur théorie sur l’augmentation d’opacité du 
cytoplasme chez les cellules jeunes, cette opacité plus forte étant 
due 4a une teneur en acides nucléiques plus élevée. Knaysi (5) a 
aussi examiné la germination des spores de B. mycoides en milieu pauvre 
sans phosphore, ni azote. Les spores dans ces conditions ne peuvent 
germer qu’en épuisant les réserves contenues dans la cellule dont le 
cytoplasme apparait transparent aux ¢lectrons ; l’auteur a ainsi obtenu 
des cellules Gram négatiyes avec un appareil nucléaire plus opaque que 
le cytoplasme au microscope électronique, 


Robinow et Cosslett (6), au contraire, ont montré que lVappareil 


nucléaire des bactéries est moins opaque que le cytoplasme aux élec- 
trons. Hillier, Mudd et Smith (7) confirment cette observation. Tl nous 
semble donc que cette différence n’est pas due a une erreur d’inter- 
prétation, mais a une répartition inégale de l’acide nucléique dans la 
cellule. 

Si l’observation au microscope électronique de l’appareil nucléaire est 
génée par les acides nucléiques, il est logique alors d’utiliser des 
techniques pour enlever l’un des deux acides afin de rendre l’autre 
visible. 

La technique de Knaysi, quoique trés élégante, ne nous satisfait pas 
entiérement. Ein effet, la culture obtenue sur un milieu sans phosphore, 
ni azote ne peut pas étre considérée comme une culture normale. Les 
cellules sont indiscutablement souffrantes et la morphologic de leurs 


(2 bis) J. Hirer, J. Bact., 1949, 57, 313. 

(3) G. Knayst et S. Munpp, J. Bact., 1943, 45, 349. 

(4) G. Knayst, Bact. Rev., 1948, 12, 19. 

(5) G. Knaysi, J. Bact., 1948, 55, 753. 

(6) Rosinow et Cossterr, J. applied Phys., 1948, 49, 124. é 
(7) J. Hituser, S. Mupp et A. G. Smrru, J. Bact., 1949, 57, 319, 
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noyaux dans ces conditions ne peut présenter de garantie suffisante 
pour la considérer comme normale. 

La technique de Robinow par la digestion chlorhydrique présente, par 
contre, des inconvénients ; un traitement par une solution d’acide 
chlorhydrique normal a 60° C détruit facilement la membrane de collo- 
dion qui sert de support aux objets destinés a étre examinés au 
microscope électronique. Nous nous sommes donc adressés A une diges- 


4, P. pestis non digévé ; gross.: 25.000; 2, P. pestis insu fisamment digéré ; 
gross.: 18.000; 3, P. pestis bien digéré; gross. : 30.000. La tension d’accélé- 
ration des électrons est 80 ky. pour toutes les images. 


x x 


tion enzymatique 4 ribonucléase 4 37°, qui est trés intéressante car elle 
offre des garanties de spécificité et, en outre, respecte la membrane de 
collodion qui résiste assez bien 4 un traitement enzymatique (8). 

En pratique, la technique présente quelques difficultés. Hillier, Mudd 
et Smith montrent que la visibilité des structures internes des cellules 
au microscope électronique ne dépend que de la transparence relative 


(8) 1.,.M. Darvson et A. D. McFartane, Nature, 1948, 464, 464. — P. Lupine, 
P. Aranasiu et O. Croissant, C. R. Acad., Sci., 1949, 228, 1068. 
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des diverses parties de la cellule. Cette transparence, dépendant avant 
tout du contraste obtenu par l’objectif, est réglée par la diffraction des 
électrons sur la portion considérée (la diffraction est proportionnelle a 
’épaisseur et A la densité). Une préparation digérée pouvant étre par- 
faite A l’examen au microscope ordinaire reste absolument homogéne 
sans aucune structure interne au microscope électronique. I] nous a 
done fallu diminuer une quantité importante d’acide ribonucléique 
pour que les électrons puissent révéler la structure des appareils 
nucléaires, et réaliser un titrage de digestion pour obtenir des prépa- 
rations convenables. Le résultat dépend principalement de la spécificité 
de l’agent qu’on utilise pour effectuer cette digestion. La technique 
opératoire était la suivante : - 

Une culture en pleine croissance (phase logarithmique) est mise en 
suspension dans de l’eau physiologique : déposer des gouttes de cette 
suspension sur des lames de verre en méme temps que sur les porte- 
objets électroniques ; laisser reposer une minute, puis retirer l’excés 
d’eau. Les préparations ainsi obtenues ne tardent pas A sécher ; les 
fixer par le fixateur Chabaud pendant une heure. Les laver 4 l’eau 
distillée pendant trente minutes. 

On fait alors un premier titrage sur les préparations faites sur lames 
pour obtenir le temps de digestion et la concentration d’enzymes 
convenable. 

En nous basant sur ce premier titrage, nous effectuons la digestion 
des préparations pour le microscope électronique. En général, il suffit 
de prolonger de cing A dix minutes le temps de digestion déterminé 
antérieurement pour obtenir des préparations utilisables en procédant 
par un véritable titrage sur les préparations digérées de cing en cing 
minutes et choisies aprés examen au microscope ordinaire. 

Une fois la digestion terminée, laver les préparations a l’eau distillée 
pendant une heure et les sécher. 

Ces préparations sont alors examinées soit directement au microscope 
électronique, soit aprés un ombrage A l’or effectué par une évaporation 
d’or sous vide sous un certain angle. 

Les images 1, 2, 3, A divers stades de la digestion, illustrent bien les 
résultats obtenus par notre technique. 


(Institut Pasteur.) 


ETUDE CYTOLOGIQUE 
DES BACTERIES EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 


il. — ETUDE DE L’APPAREIL NUCLEAIRE 
DE QUELQUES BACTERIES PATHOGENES 


par J. GIUNTINI et Y. T. TCHAN. 


Nous avons montré antérieurement (1) que la digestion enzymatique 
peut permetire au microscope électronique d’explorer la cytologie des 
bactéries. En utilisant la méme technique, nous allons examiner quel- 


(1) Y. T. Toman et J. Grunrint, ces Annales, 1949, 77, 185. 
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ques microbes pathogénes se répartissant en cocci et en batonnets 
Gram positifs et Gram négatifs. 

I. Pasteurella pestis (fig. 1, images 8-9-10). — Les cellules jeunes de re! 
ces germes sont presque complétement opaques aux électrons (accéléra- 
tion 80 Kv). Une fois digérées, la structure interne des cellules devient ih 


Fic. 14. — 1, B. coli non digéré; gross. : 28.000 ; tension 80 kv.; 2, 3, 4, B.”coli 
digérés montrant leur appareil nucléaire; 2. gross. : 22.000; 3, gross. : 30.000 ; 
4, gross. : 20.000; 5, V. cholere non digérés ; gross. : 30.000; 8, 1, V. cholerz 
digérés montrant leur appareil nucléaire ; gross. : 27.000; 5, P. pestis non di- 
gérés; gross. : 30.000; 9, 10, P. pestis digérés montrant leur appareil nucleé- 
aire; gross. : 30.000. La tension d’accélération des électrons est 80 kv. pour 
toutes les images. 
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visible. On voit deux masses nucléaires, soit & chaque extrémité de la 
cellule, soit vers le centre. La position des masses nucléaires confirme 
les observations antérieures faites par nous au microscope ordinaire (2). 
De plus, on voit nettement que la structure des masses nucléaires est 
hétérogéne, Vinterprétation de cette hétérogénéité restant encore trés 
difficile. Peut-on ]’envisager comme une localisation de genes? Pour 
nous, cette question ne peut encore ¢tre résolue actuellement. Cependant, 
il est permis de dire que les masses nucléaires sont composées de 
plusieurs régions plus ou moins riches en nucléoprotéines. Chaque 
portion, par sa teneur différente en acide nucléique, pourrait répondre | 
’ une ou plusieurs fonctions biochimiques différentes. 

Au cours de la division cellulaire, on peut aperceyoir des restes de 
nucléoprotéine entre les masses nucléaires. 

II. Bacterium coli (fig. 1, images 1-2-3-4). — Le récent travail de 
Hillier, Mudd et Smith (8) sur le B. coli effectué avec un microscope 
électronique modifié (objectif & trés fort contraste) semble montrer 
l’existence de noyaux chez les jeunes cellules. Les préparations de ces 
auteurs n’ont pas subi de digestion et les images, peu nettes, sont 
difficiles 4 interpréter. Par contre, les images que nous avons observées 
correspondent bien a celles obtenues en lumiére visible. Nous avons pu 
mettre neltement en évidence les appareils nucléaires ; leur structure, 
de méme que celle de P. pestis, est hétérogéne. 

Ill. Vibrio cholerae (fig. 1, images 5-6-7). — Le vibrion cholérique 
jeune est suffisamment perméable aux électrons et présente une struc- 
ture en microscopie électronique sans digestion. Cependant, les images 
obtenues aprés la digestion nous permettent de mieux situer l’empla- 
cement des désoxyribonucléoprotéines. Ces images semblent . indiquer 
que les cellules contiennent une masse nucléaire importante. Cepen- 
dant, dans le cytoplasme, il reste de petites parties non digérées par la 
ribonucléase. 

IV. Streptococcus mastitidis (fig. 2, images 14-15-16-17). — Avec le 
streptocoque nous abordons les germes Gram _ positifs. Tulasne et 
Vendrely (4) ont montré que les cocci contiennent un seul grain chro- 
matique. Celui-ci se divise en 2 grains réniformes qui se séparent en 
donnant deux cellules filles. L’examen électronique confirme bien ces 
observations tout en apportant des détails intéressants. 

D’abord, les deux grains chromatiques ne sont pas exactement réni- 
formes. Ce sont deux demi-sphéres 4 bords arrondis, symétriques par 
rapport au plan de séparation et qui, selon orientation de chaque 
cellule, peuvent se voir avec des tailles légérement différentes. 

D’autre part, aprés la fin de la division, les deux cellules filles sem- 
blent collées par leur appareil nucléaire d’une facon plus ou moins 
lache, ce qui expliquerait V’accolement en chatnettes de ces germes. + 

Toutes proportions gardées, le microscope électronique montre l’appa- 
reil nucléaire des streptocoques plus grand que celui qui a été décrit 
par la microscopie ordinaire. Cet appareil semble hétérogeéne, mais 
d’une maniére moins marquée que pour les autres bactéries. 

V. Bacillus anthracis (fig. 2, images 11-12-13). — L’appareil nucléaire 


(2) W. P. Wer, Y. T. Towan ét J. Pocuon. ces Annales. 1948, 75, 87. 
(3) J. Hinumer, S. Mupp et A. G. Smirn, J. Bact., 1949, 57, 319. 
(4) R. Turasye et R. Vennrevy, Nature, 1948, 464, 316. 
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du B. anthracis a été étudié par Flewet (5) en lumiére visible. La souche 
que nous avons examinée donne des images de cellules avec une mem- 
brane assez nette. I] nous semble que cette membrane pourrait corres- 
pondre a un rudiment de capsule, qui est, bien entendu, invisible au 


Aq 


Fic. 2. — 14, B. anthracis non digérés avec capsule; gross. : 25.000; AD) 13, Bs 
anthracis digérés montrant leur appareil nucléaire ; gross. : 20.000; 14, Strept. 
mastitidis non digérés ; gross. : 28.000; 15, 16, 17, Strept. mastilidis digérés 
montrant leur appareil nucléaire : gross. : 28,000. Le n° 16 montre un reste de 
cytoplasme indiquant la limite des cellules. La tension d’accélération des 
électrons est de 80 kv. pour toutes les images. 


14 


(5) T. H. Frewert, J. gen. Microb., 1948, 2, 325. 
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microscope ordinaire. Une fois digérée, la cellule de B. anthracis montre 
un appareil nucléaire. 


Discussion. — Il nous semble que le présent travail apporte une 
certaine précision sur l’appareil nucléaire des bactéries. Les travaux 
de Knaysi et Mudd (6) tendraient & montrer que les appareils nucléaires 
des bactéries sont beaucoup plus petits et totalement différents de ceux 
décrits par les techniques de Robinow ou de Boivin. Cependant, il est 
indiscutable que les corpuscules observés par Knaysi et Mudd sont de 
nature désoxyribonucléique et il faudrait peut-étre les considérer comme 
une partie de l’appareil nucléaire des bactéries. Le P. pestis posséde en 
réalité des grains nucléiques beaucoup plus volumineux que ceux 
décrits par Knaysi et Mudd ; pour les streptocoques, les corpuscules de 
Knaysi et Mudd correspondent probablement 4 des parties particulié- 
rement denses de l’appareil nucléaire qui serait formé en réalité par des 
demi-sphéres ou des sphéres. . 

L’hypothése d’une diffusion des grains nucléiques au»cours de la 
division ne nous semble pas soutenable. En effet, l’étude cytologique 
des bactéries par la microscopie ordinaire, aprés digestion enzymatique 
ou aprés hydrolyse par l’acide chlorhydrique dilué, a toujours mis en 
évidence la présence d’un appareil nucléaire et nos expériences sur les 


‘bactéries en pleine croissance, aprés une digestion spécifique, confir- 


ment pleinement ces résultats. Pour expliquer le désaccord avec l’hypo- 


_thése précédente, il faudrait s’appuyer sur les observations de Malmgren 


et Heden (7) qui ont constaté que les bactéries en pleine croissance 
(phase logar.) contiennent beaucoup plus de nucléoprotéines que les 
bactéries au repos, l’excés de l’un masquant ]’image de l’autre. Ce fait 
est particuliérement significalif lorsqu’on tient compte que, dans le 
cas particulier du P. pestis, une culture méme Agée de dix-huit heures 
a déja deux tiers de cellules non repiquables (8). Nous pensons donc 
que cette raison explique peut-étre les variations de structure observées 
par Knaysi et Mudd sur le P. pestis avec des cultures d’Ages différents. 

Enfin, il faut admettre que la digestion spécifique de ribonucléotides 
ne permet, bien entendu, pas d’enlever les autres constituants de la 
cellule qui peuvent aussi étre des causes d’hétérogénéité de lappareil 
nucléaire des bactéries. Cette derniére question nous semble actuel- 
lement trés difficile A résoudre. Néanmoins, nous pensons que 1’étude 
systématique des bactéries en microscopie électronique fera progresser 
nos connaissances sur la cytologie des bactéries trop souvent limitées 
par le pouvoir séparateur des instruments optiques courants. 


(Institut Pasteur.) 


(6) G. Knaysr et S. Mupp, J-Bact., 1943, 45, 349. 
(7) Matmcren et Hepen, Act. Microbiol. Path. Seand., 1947. 
(8) Y. T. Tcnan, Bull. Soe. Path. exot., 1949, 42, 89. 
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ETUDE QUANTITATIVE DE L’'HEMOLYSE 
PAR LES ACIDES GRAS 


(PREMIERE NOTE) 


par D. G. DERVICHIAN. 


L’action hémolytique de l’acide laurique (P. F. 43,5°) sur les hématies 
de homme, du cheval et de la chévre a été étudiée 4 différents pH 
allant de 5,8 a 8,5, surtout en ce qui concerne la vitesse de l’hémolyse. 
Si la neutralisation compléte de l’acide gras ne se produit (suivant la 
concentration) qu’a des pH supérieurs a 9, il subsiste toutefois une 
neutralisation partielle et surtout une ionisation plus ou moins grande 
se manifestant encore dans le domaine de pH que nous avons étudié. 
Pour procurer les cations nécessaires 4 cette neutralisation partielle, il 
est commode de partir du sel alcalin de l’acide laurique (1, 2). Aprés 
neutralisation par KOH dans les solutions méres de départ, le sel de 
Vacide laurique est amené par addition de HCl au pH désiré avant de 
le répartir a différentes concentrations. Suivant le pH et la concen- 
tration, on a affaire 4 des solutions ou des euspamone de l’acide lau- 
rique a l’état de sel plus ou moins acide. 

Les dilutions ont été faites en présence de tampon phosphate a la 


concentration de M/100 (soit inférieure 4 4 g. pour 1.000). L’isotonicité 


de la solution est obtenue en ajoutant 8 p. 1.000 de KCI. La nature du 
cation associé 4 l’acide gras ayant une importance sur son domaine de 
température d’utilisation, dans toutes les expériences ici décrites seul 


Vion K a été utilisé A l’exclusion de l’ion Na. Les différents lavages 


successifs des globules étaient donc opérés en présence de la solution 
isotonique, suivis de deux Javages dans la solution tampon au pH ou 
devait se faire l’étude. 

Toute une échelle de concentrations différentes de l’acide laurique 
est répartie entre une quinzaine de tubes 4 hémolyse. La purée globu- 
laire était diluée environ une fois et demie et la numération des 
globules rouges effectuée ensuite. 

Trois séries d’expériences ont toujours été préparées pour chaque pH 
(en plus du témoin ne contenant pas d’acide laurique). Une premieére 
série se rapportait A 0,05 cm® de la suspension d’hématies ajoutée dans 
3 cm® de la solution ou de la suspension d’acide laurique 4 la concen- 
tration et au pH étudié. Dans la deuxiéme série, 0,5 cm* de la méme 
suspension d’hématies: étaient ajoutés a 2 cm? de la solution d’acide 
_laurique et le volume ramené a 3 cm? par addition de 0,5 cm® de 
solution tampon. Enfin, dans la troisiéme série, les proportions étaient 
de 1 cm? de suspension d’hématies ajouté a 2 cm? de solution d’acide 
laurique. Tous ces liquides sont mélangés aprés établissement de leur 
équilibre dans une chambre A 23° et toutes les observations aprés 


(1) Dervicaran ‘et Keprs, Bull. Soe. Chimique de France, sous presse. 
(2) Dervicuian, J. Gumarp et H. Rosano, Bull. Soc. Chimique de France, 


sous presse. 
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TABLEAU 1. 


ACIDE LAURIQUE 


1,48 40-3 M 


OLS) ow Bean orc 


0x83... 
0,66: cant 
0,08 hic 


0,33. 


. 


mélange effectuées dans la méme, chambre. Les tubes étaient fréquem- 
ment agités pour supprimer l’effet de la sédimentation et assurer une 
bonne homogénéisation. : 

Le travail ici décrit a porté plus particuli¢rement sur les vitesses de 
la lyse en fonction de la concentration. Il s’agit plus exactement de 
la détermination du temps nécessaire pour l’obtention de la lyse 
complete. La fin de ce phénoméne pouvait étre observée avec une préci- 
sion relativement grande : 4 quelques secondes prés sur des durées de 
quelques minutes, & quelques minutes prés sur des durées de plusieurs 
heures. Le tableau I, relatif aux observations faites 4 pH 7,4 avec 
0,05 cm’ d’hématies de cheval, donne une idée de l’allure du phéno- 
méne. Les concentrations d’acide laurique sont exprimées en molarités. 


TEMPS 


25 minutes. 
87 minutes. 
457 minutes. 
327 minutes. 
Lyse partielle 
en 8 heures. 
Pas de lyse 
en 20 heures. 


On constate que le phénomeéne, assez rapide jusqu’d une certaine 
dilution, change d’allure aussitOt aprés en subissant un ralentissement 
assez brusque. Ainsi, alors qu’a 1,18. 10—-° M la fin de l’hémolyse est 
observée au bout de vingt-cing minutes, elle ne se produit plus qu’au 
bout de quatre-vingt-sept minutes pour 1,0 10—* M et pour des durées 
encore plus longues aux plus grandes dilutions. 

Ainsi peut se définir une certaine concentration caractéristique au- 
dessus de laquelle le temps de lyse compléte varie & peu prés propor- 
tionnellement 4 la concentration en acide laurique, ne dépassant pas 
une vingtaine de minutes avec 0,05 cm* de suspension d’hématies. 

On observe également, surtout en tracant la courbe représentative, 
l’existence d’une limite de concentration en acide laurique au-dessous 
de laquelle il ne se produit plus de lyse au bout d’une douzaine d’heures 
(Vobservation a porté parfois sur vingt-quatre heures). En envisageant 
Jes deux domaines de concentrations allant respectivement de cette 
concentration limite trés faible & la concentration caractéristique dé 
changement d’allure et de celle-ci aux plus fortes concentrations en 
acide laurique, on est done conduit A définir deux régimes de vitesses 
dans Il’hémolyse. 

Une premiére conclusion se dégage déja. Tl apparait difficile de définir 
le pouvoir hémolytique d’une substance en effectuant des observations 
au bout d’un temps arbitraire sans avoir, au préalable, établi une 
courbe des variations des vitesses en fonction des concentrations. En 
effet, pour différentes substances, l’activité hémolytique, définie par 
observation au bout d’un temps fixe, pourrait porter sur un ou 


x 
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Vautre domaine de régimes différents. La figure 1 reproduit ‘les courbes 
représentant la durée de la lyse en fonction de la concentration en 
acide laurique pour différents pH. Toutes ces courbes sont relatives a 


- 0,05 cm® d’hématies dispersés dans 3 cm® de la solution. D’une facon 


générale, la fin de la lyse se produit pour des concentrations d’acide 
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Fie. 4. 


laurique d’autant plus faibles que le pH est plus bas. Les observations 
faites par Cavier (3) au bout d’une heure de contact correspondent 
donc a l’intersection de l’ensemble de ces courbes par Ja droite horizon- 
tale passant par l’ordonnée de une heure. On voit que les concentrations 


ainsi définies se rapportent au régime lent de I’hémolyse. On pourrait 


dire avec Cavier que l’activité (dans le sens pharmacologique) est 
plus grande & pH bas qu’& pH élevé. L’interprétation de ces faits sera 


(3) R. Cavier,- Bull. Soc. Chim. biol., 1397, 49, 1663. 
Annales de l'Institut Pasteur, t. 77, n° 2, 1949. 44 
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donnée dans une autre communication. Des courbes semblables ont 
été tracées pour.des pH fixes, mais pour différentes concentrations en _ 
globules rouges (dix fois plus et vingt fois plus). La figure 2 est relative _ 
aux hématies de la chévre lysées 4 pH 8,1 en employant 0,05 cm?® de> 
suspension de globules, 0,5 et 1 cm*. La concentration en acide laurique I 
est définie par rapport au volume total. Ainsi que l’on pouvait s’y — 
attendre, on voit tout de suite que la lyse nécessite d’autant plus 
Wacide laurique qu'il y a plus de globules a lyser. Mais deux © 
conclusions importantes se dégagent d’une étude plus fine des faits. + 


3 | ; i 
8 OF } j 
6 7 gl 0d a wy 
} 
w) . Hématies de chévre % 
| pH 61 
P 
af 
Vi 
7 Z 
10 ; - 
ET he a ae i eee 
Conc.Ac Laurigue en 10% mol /litre : 


Fic. 2. : 


Si Von porte sur un graphique les concentrations limites en acide 
laurique pouvant encore produire la lyse (au bout d’un temps trés | 
long) en fonction de la quantité de globules, on voit que ces quan- ! 
tités se placent sur une droite (figure 3, courbe a) coupant l’ordonnée 
a Vorigine en un point indiquant le seuil de la concentration néces- } 
saire pour produire la lyse d’un nombre de globules négligeable par — 
rapport au volume de la sulution. Autrement dit, dans l’exemple parti- 
culier de la figure 2, il ressort de la courbe a de la figure 8 qu’il faut — 
au moins une concentration de 1,3 10-* M pour qu’un effet soit 
observé. De plus, une quantité supplémentaire d’acide laurique 
d’autant plus importante qu’il y a davantage de globules rouges est 
exigée, en plus de cette quantité seuil, comme si chaque nouvelle 
hématie présente dans la solution immobilisait une certaine quantité 
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dacide laurique. Cette quantité supplémentaire par centimétre cube 
de suspension d’hématies introduite dans la solution est donc fournie 
par la différence h entre les ordonnées du point O et celles du point 
1 cm® de la figure 3. La droite b de la figure 3 représente de la méme 
fagon la variation, en fonction du nombre d’hématies, de la concen- 
tration 6 caractéristique du changement d’allure de vitesse d’hémolyse. 


cms dHématies dans 35cm 


0 0,5cem3 7cms 
Bie. 3: 


Le tableau II donne les valeurs des seuils de concentrations mesurées 
pour différents pH et différentes espéces d’hématies. 


TasLeau II. 


CHEVAL CHEVRE 


0,410-3M 


1,310-3M 0,9 10-3 M 


En ce qui concerne l’acide laurique fixé, on peut, connaissant le 
nombre d’hématies par centimétre cube, calculer la quantité fixée par 
hématie. Ce calcul effectué pour les valeurs limites'et pour pH 8,1 
donne les grandeurs suivantes : 


EVO TENG Seems riya: _ 9,5 10-16 molécule-grammes par hématie. 
Chveswa le artes sk a! 5s Cae Oras == at 
(CLOVER TSA Aiea Wy oo oe See 4,5 10 — 16 = = 


Mais ces quantités fixées varient avec le pH. Ainsi, pour le cheval, 
la quantité fixée 4 7,4 est de une fois et demie plus importante et, a 
pH 5,8, trois fois plus importante que la quantité fixée 4 pH 8,1. 
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Ainsi que l’on pouvait s’y attendre, la durée de |’hémolyse pour une 
concentration donnée varie avec la température. 

Voici les durées nécessaires 4 la lyse compléte observées avec 0,05 cm* 
d’hématies de cheval pour deux concentrations différentes en acide 
laurique et A 3 températures différentes. 


Pemperatures p.0 et lan 35° 23° 40 
Durée pour 0,8310—%M. 4 minute. 5 minutes. 120 minutes. 
Durée pour 0,6510—%M. 7 minutes. 50 minutes, 280 minutes. 


Une étude plus détaillée de l’action de la température sera décrite 
dans un autre mémoire. 

Je tiens A remercier M'® OQ. Schurr, du laboratoire de J’Hépital 
Pasteur, pour le soin qu’elle a apporté dans la numération des 
hématies. Je remercie également M"° J, Guilard pour l’aide qu’elle m’a 
apportée dans ce travail. 


(Institut Pasteur, Service de Chimie Physique.) 


UNE NOUVELLE ESPECE DE SALMONELLA : 
SALMONELLA TANANARIVE 


par L. et S. LE MINOR et R. NEEL. 


En décémbre 1948, l'un de nous a isolé 4 Tananarive (Madagascar), 
chez un pore apparemment sain et devant étre livré & la consommation, 
un bacille Gram négatif, mobile, présentant les caractéres biochimiques 
des Salmonella (souche P 14). La technique d’isolement fut la suivante : 
Broyage dans un mortier avec un peu de sable d’un ganglion mésen- 
térique légérement hémorragique. Ensemencement de la totalité du 
broyat dans 15 cm* de milieu d’enrichissement de Miiller-Kauffmann. 
Aprés vingt-quatre heures d’étuve a 37°, isolement sur plaque de 
Kristensen-Kauffmann et gélose lactosée au bleu de bromothymol. Sur 
les deux plaques, présence de colonies lactose-négatives. 

Caractéres biochimiques : 


Glycérol (Stern). . . 
NVLOSO" os, Seas 
Avebinose.;hageke © ator ok + eee 
(Glicdseh ween ae 
Mannite., .t 2 as 
Duleites, 2s as, SON ee Br oe 
Lactose’; y .ten a ae. 
paccharose ss 7. > woah 
Maltose. ..taciemen ae + aaa sy ates 
@ Tartrate de 'soditin f. «: ue a. eee eee 
Citrate de sodium... . 

H,S 
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Cette souche donne des gaz dans les milieux additionnés des oscs 
qu’elle fermente. 

Caractéres sérologiques. — Agglutination dans les sérums VI.VII, 
VI.VINI, VIII, y et 1,2-1,5-1,6 et 1,7 et'5 saturé. Aucune agglutination 
dans les sérums VII et 2 saturés. Aucune Salmonella actuellement 
décrite ne correspondant a cette formule sérologique, nous avons 
injecté un lapin avec cette souche vivante par voie intraveineuse 
(culture de dix-huit heures sur gélose). Les doses étaient 1 milliard, 
2 milliards et 4 milliards, & quatre jours d’intervalle. L’animal fut 
saigné a blanc dix jours aprés la derniére injection. 

Titrage en tubes vis-a-vis des suspensions O de ; 


RMD ere OA fs tN Go Od Siew seg, Cott) 4/800 
S. cholerz suis var. kunzendorf 1350 (VI,, VII)... ... 4/4.600 
S. cholere suis var. kunzendorf 5240 (VIo, VII)... 2. . 4/400 
Sm PAROCY DILL VL t Nilo WiLL) ole” Semen ctl remieleea Aa > 1,400 
SPARED DORE sOO SN (Vilee VEIN Manes e iew uemnemrees es) 5h alae 4/800 
SOTO GNC. Go GU AMIS oR ey oe ye Se eS RA heii ot eta 0 
Titrage vis-a-vis des suspensions H de : 
Le RES 9 cS ig gina iain ie ania Lee ed 1/54 .200 
S. cholere suis var. kunzendorf 1350 (4,5). ....... 1/38.400 
DS CICOLET-EPSILLS ODO LAG) eer rs cee mee 2, MY eee terra os na 4/541.200 
5. POROUUDiizD_-NOLES PCCM 12) s coat Ga eis.) sc)hsy ss oe 4/6.400 
DS MAENA UIA OW SPO. \( Ginn saeco eis ho eit keprer ters ie an Ye 4/12.800 
SSC OMINUnA NOUS PCC He (lad) agen we eed Co oa sine a eats 4/200 
SROCHEULLY MONESDEC. | (AD) iecaate se aie he oy na eas 1/6.400 
I. Détermination des agglutinogénes O. — Nous avons saturé par 


étapes 30 cm* de sérum du lapin, dilué au 1/10. 

1° Saturation avec S. cholerae suis 1350 (VI,, VII). Culture de vingt- 
quatre heures lavée, centrifugée et chauffée deux heures trente minutes 
& 100°. Sur le culot microbien, on rajoute le sérum et on remet les 
germes en suspension homogéne ; aprés un séjour de deux heures a 
37°, le pot a centrifuger est laissé a la glaciére jusqu’au lendemain. 
Aprés centrifugation, le sérum est éprouvé. I] nous a fallu la culture 
de 13 boites de Roux pour saturer ce sérum vis-a-vis de S. cholerae suis 
var. kunzendorf 1350. 

Aprés cette opération, le titrage en tubes vis-a-vis des suspensions O 
nous a donné : 


SaCHOLEence Sts VAL RUIZENAOT ASI0) o) tae le) le +) hoes 0 
SUECHOLERPUSUIS MALU ZENOO?) O210Nsr as i) Gy es ete 0 
Sy OCRGN OE Ore. ps Bow Se, doe ne aic eo en aoa 0 
Ns DONOR 0 oe vo ints <a Be Sas oe es tg omoa ole 4/800 
SEEM POV av Ol PUCHlOnTECO wea Ai eas ale acl laine. siete ho. 4/800 
[Dab dl ce b's US Bono TASSUBI OL Ol Heh ted c. Si sac mn Oue Ilene Cees 1/400 


La souche posséde donc l’agglutinogéne VI, et ne posséde pas de VI,. 
2° Saturation par la culture chauffée deux heures trente minutes a 
100° de la souche Newport (4 boites de Roux). Agglutination en tubes 
vis-a-vis des suspensions O de: 
\ 


154) FOU ECHO LSS? vo. es oo eB yO) Rake aU en Mec mC Pe aise de 0 
Samnew porevar. PUCTLIO TICOs WIN wo Ny. i hey se ee es 0 
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: 
La formule O est donc VI,,VIII. | 

II. Détermination des agglutinogénes H. — 1° Saturation de la phase 

non spécifique : ; 

Le sérum dont les agglutinines O sont saturées donne sur lame les 


agglutinations suivantes vis-a-vis des souches vivantes de : 
Si cholerz suis var. kunzendorf 1350... 2... . +e eee =P 
S.\cholerz suis var. kunzendorf 5240 . .... . + +. ss es + 
Spandtyphz, B-NOn Spec. ya) rate a yom ele eek Ooi roy rae . + 
SERA UR, Ac cikee eet tos oy eke tees eae ee +3 | 
Sigaminang.! ssa els oc cevarwre Use) Recnig snot mare Ms tae ten Re af 
Se Carell ye ic ages ie hee OL ities Saco a ee ety ae a ; 
Se MEW PONE SO8 hen Geo Sake wae act Ned: nee ees Rodan Sea ae ate ) 
Pas UR ce So ote Cale.” vy ie nish oe rte® ee G! sl bw om en See iy 2) ee ee 4 


On sature avec la culture vivante de S. cholere suis var. kunzendorf 
1350 (récolte de 17 boites de Roux, lavée et centrifugée). 

Une fois le sérum saturé (ici comme pour salturer |’agglutinogéne VI,, 
if nous a fallu recommencer plusieurs fois avant d’arriver 4 la satu- 
ration compléte avec le nombre total de boites de Roux que nous avons 


7) indiqué), les agglutinations sur lames étaient les suivantes : 
S.CRolersH SUS Vara KURZEN CON 1 Leos mabe et heen ne et ieee 0 
S Wcholersesuts var. hunzendons, 52108 ken el es eee ae 0 
Ss GF QMATRARG AY Bet? os tel, onde Melb s Ue paetate MeN tea Mel eas Gate Ragen 0) 
Sas Arbeit) |e Piedad, foe’ year oan Care CAs ee Saints eae eeu 
Sew por’ SOI. teal ge” Sp eomely ab a8 hits ae eels ee ee ee 0 
S..paratyphiiG Ant. a Yorera ao te a a ee ee ) 
Dig: ave to: Raga rei Ta Fe, (atts Daye oo Ek. Sa PPR T tpt teen oa Wee eae + 
SLO A0t0. hk oe Rate NOE st APL aT A eae a + 
Sy COP Gio? ear ec: os faite eee te ee ae tae + 


La phase 2 est done 1,5. 

2° Saturation des agglutinogénes de la phase 1 : 

Le sérum est additionné de la culture vivante de S. tel aviv (4 boites 
de Roux). 


Il est alors complétement saturé, comme le prouvent les aggluti- 
nations sur James et en tubes : 


SB. COU GUtUY we, dos bl tt, ee es Ra Lies Beh RAMs Oesr 0 
Sei CONT AW AG oe tte ral, Jobo gk ts ROAR Rad Cok an ek 0 
a) ee a ere Meme oar gar ene T NT et 0 
Pigios 6 Yat dhe Bikey deel 2) Lee aah cea ana 0 


La phase 1 est donc y. 

La formule de cette Salmonella est done VI,, VIM, y, 1,5. 

Pouvoir pathogéne pour la souris ; Pas d’action léthale & la dose de 
100 millions injectés par voie intrapéritonéale. 


Résumé. — A partir d’un ganglion mésentérique de pore, nous avons 
isolé une nouvelle espéce de Salmonella du groupe C. 
Sa formule antigénique est VI,, VIII, y <—> 1,5. 


(Institut Pasteur de Paris, Service des Vaccins 
et Institut Pasteur de Tananarive.) 
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ETUDE 

DU SERUM DE CHEVAL HEMOLYTIQUE ANTI-MOUTON 
ET SEPARATION ; 

DES DEUX FONCTIONS ANTI-ENDOTOXIQUES 


par G, SANDOR. 


Nous avons montré antérieurement la relation curieuse qui existe 
dans le cas du sérum de cheval entre la solubilité des divers 
fractions globuliniques et la nature de l’activité immunologique que, 
le plus souvent, elles supportent (1). Cette relation, d’ailleurs, est 
hautement rationnelle puisque les agglutinines, dont le réle insolubi- 
_lisant est patent, accompagnent la globuline la moins soluble (euglo- 
buline I), tandis que les antitoxines sont des pseudoglobulines trés 
solubles. Or, ce ne sont que des « antidotes ». Entre les deux se siluent 
les ambocepteurs qui sont en partie des euglobulines de solubilité inter- 
médiaire (euglobuline II A) et en partie des y-pseudoglobulines de 
caractéres physiques probablement trés proches. 

Les hémolysines aussi ont un pouvoir agglutinant, mais ce pouvoir 
est variable suivant les préparations et les sérums. Dés lors, il était 
intéressant d’examiner comment les deux activités, amboceptrice et 
agglutinante, se répartissaient parmi les diverses fractions euglobuli- 
niques du sérum hémolytique antimouton de cheval. 

Le fractionnement est conduit comme suit : Le sérum est dialysé 
contre une solution de tampon phosphate de Soerensen M/75 de pH 7,6 
pendant quelques heures, puis, pendant quarante-huit heures, contre 
le méme tampon M/150. Le précipité est recueilli, lavé deux fois avec 
le dialysat, dissous dans l’eau physiologique bicarbonatée 4 1 p. 1.000 
et remis a4 dialyser contre l’eau distillée pendant vingt-quatre heures. 
Enfin, il est dissous dans l’eau physiologique bicarbonatée (euglo- 
buline FI). Les eaux-méres sont diluées dans ]’eau distillée au 1/4. En 
général, il apparait un deuxiéme précipité abondant qui est traité 
comme le premier (euglobuline I A). Les eaux-méres finales sont ame- 
nées successivement A pH 6,2 en éliminant au fur et 4 mesure les 
précipités formés. Ces derniers sont réunis et traités comme les deux 
premiéres fractions (euglobuline II A). 

Nous avons, en fait, séparé arbitrairement en trois une famille de 
substances de caractéres physico-chimiques trés proches au sein de 
laquelle la solubilité augmente continuellement en méme temps que 
Je point isoélectrique se déplace progressivement vers des pH de plus 
en plus faibles. Dans la figure ci-aprés nous avons réuni les courbes 
de solubilité en fonction du pH de nos trois fractions (fig. 1). 

Pour obtenir ces courbes, les fractions lavées et remises 4 dialyser 
contre l’eau distillée sont dissoutes dans ce solvant a l’aide de J’acide 


-chlorhydrique N/20 en quantité juste suffisante de fagon 4 avoir une 


(1) G. Sannor, C. R. Ac. Sci., 1948, 227, 378. 


202 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


solution de protéides de 3 p. 100 environ. On préléve des quantités 
aliquotes, on ajoute des volumes variables de soude N/20 et on complete 
au meme volume final partout. Les mélanges sont agités énergique- 
ment et centrifugés au bout de dix minutes. Sur les eaux-méres on 
détermine les pH et les teneurs en protéides. Etant donné que nous 
opérons en l’absence d’électrolytes, le minimum de solubilité donne le 
point isoélectrique et les conditions de salinité et de concentration 
protéidique étant comparables, la comparaison des courbures dans la 
région isoélectrique donne une indication qualitative concernant les 
solubilités. 

Le point isoélectrique de ]’euglobuline I est & pH 6,75 et c’est mani- 
festement la fraction la moins soluble (fig. 1). Celui de leuglo- 
buline I A est & pH 6,6 et la solubilité est intermédiaire. Enfin, euglo- 
buline IFA, fraction la plus soluble, a aussi le point isoélectrique le 


Solubilité pour cent 


Solubilité en fonction du pH de diverses euglobulines. 


plus acide (pH 6,40). Nous remarquerons, toutefois, que méme cette 
derniére fraction a un point isoélectrique sensiblement plus alcalin 
que celui des globulines banales. Par exemple, Tiselius trouve que le 
point isoélectrique des y-globulines est de pH 6 a 6,2 alors que ce sont 
elles qui possédent le point isoélectrique le plus alcalin (2). Nous- 
méme avons trouvé autrefois un point isoionique moyen de pH 5,8 a 6 
pour les globulines du sérum de cheval (3). Or, ce point isoélectrique 
remarquablement alcalin parait étre un caractére général de nos euglo- 
bulines anticorps (4, 5, 6). y 

: Pourtant, bien que nous ayons ainsi une famille de corps trés voisins 
dont les caractéres physiques subissent une modification quasi continue, 
les propriétés immunologiques ne sont pas les mémes. L’euglobuline I 
agglutine trés fortement les érythrocytes et ne les hémolyse que relati- 
vement trés faiblement, alors que l’euglobuline II A agglutine bien 
moins, mais a un titre hémolytique au moins dix fois plus élevé. 
L’euglobuline I A posséde, en général, et un titre hémolytique et une 


(2) Tisertus, Biochem. J., 1937, 34, 313 et 1464. 

(3) G. Sannor, Bull. Soe. Chim. biol., 1936, 47, 877. 

(4) Ferron, J. inf. Dis., 1928, 42, 256. 

(5) Green, McKuann, Karnrox et Fanry, J. Immunol., 1939, 36, 245. 
(6) G. Sanpor et Ceppana, Bull, Soe. Chim. biol. (sous presse). 
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activité agglutinante relativement restreints. Les résultats sont sensi- 
blement les mémes si on les rapporte A poids égal de protéides ou a 
volume égal de sérum puisque, dans celui-ci, les trois fractions existent 
sensiblement au méme taux (environ 1 p. 1.000 chacune). 

La différence entre l’euglobuline I et l’euglobuline II A est surtout 
marquée si on observe l’agglutination macroscopique. En effet, A des 
concentrations relativement élevées, allant jusqu’au 1/10 environ par 
rapport au sérum, l’euglobuline I provoque une prise en masse immé- . 
diate et brutale des globules rouges tandis que l’agglutination par 
l’euglobuline Il A se produit, en général, lentement et microscopi- 
quement. Cette prise en masse peut empécher totalement |’hémolyse et 
on pourrait ainsi croire qu’en fait l’euglobuline I s’adresse 4 un agglu- 
tinogéne érythrocytaire distinct de l’antigéne hémolytique. Mais en fait, 
si} on prend soin d’agiter les mélanges de temps a autre, l’hémolyse se 
produit aussi, tot ou tard, seulement & un titre plus faible qu’en pré- 
sence de ]’euglobuline II A. 

Il y a tout lieu de croire que l’euglobuline I s’adresse au méme 
hapténe érythrocytaire que l’euglobuline II A. Si donc la premiére est 
surtout agglutinante et la deuxiéme surtout amboceptrice, il faut 
incriminer .plutét la nature des radicaux chimiques qui supportent les 
activités immunologiques dans les molécules protéidiques. Et nous 
disons bien qu’il doit s’agir d’une différence de groupements fonction- 
nels, parce que sil est plus aisé 4 un protéide moins soluble d’agglu- 
tiner, la différence de solubilités a elle-seule n’explique pas une maniére 
d’agir distincte. Dans le sérum de lapin un méme anticorps pseudo- 
globulinique agglutine et fixe le complément, et nous-méme avons 
montré avec M¥* Guillaumie (7), que dans les sérums antitoxiques de 
cheval les agglutinines sont supportées par des pseudoglobulines. Mais, 
s’il en est ainsi et s'il existe bien un groupement fonctionnel préci- 
pitine-agglutinine-tropine distinct d’un autre ambocepteur-opsonine, 
il reste non moins vrai que le premier est supporté de préférence par 
un protéide sensiblement moins soluble que le second. Ainsi l’orga- 
nisme a obéi 4 un principe de « moindre effort », couplant le groupe- 
ment fonctionnel avec son support adéquat puisque les deux sont inso- 
lubilisants également. Et dans ce fait se manifeste la sélection naturelle, 
ayant choisi parmi les mutations celle qui était utile. 


(Institut Pasteur. Service de Chimie Physique.) 


(7) G. Sanpor et. Gurttaumie, ces Annales, 1949, 76, 550. 
5) 


ANTIBIOTIQUES ET LYSE BACTERIOPHAGIQUE 


Ill. — RETARD DE LA ‘LYSE BACTERIOPHAGIQUE 
PAR LA STREPTOMYCINE, OBSERVE AU MICROBIOPHOTOMETRE 


par Michel FAGUET et Ewald EDLINGER. 


P. Nicolle et l'un de nous [Faguet] (1, 2) ont étudié a l’aide du micro- 
biophotométre de M. Faguet (8) l’action de la pénicilline et du bacté- 
riophage introduits dans une culture microbienne ; nous avons pensé 
que cet appareil pourrait nous aider a saisir la succession des phéno- 
ménes qui se produisent, lorsque la streptomycine est introduite dans 
une culture bactérienne en méme temps qu’un baclériophage actif sur 
celle-ci. 

Technique. — Pour pouvoir observer plus facilement la lyse, nous 
avons choisi le staphylocoque blanc Twort et le bactériophage homo- 
nyme qui ne donne qu’exceptionnellement des cultures secondaires 
[P. Nicolle et P. Ducrest] (4). 

Les 6 cuves de l’appareil contenaient chacune 50 cm? d’eau peptonée 
4 3 p. 100 (peptone Uclaf) et étaient ensemencées avec des quantités de 
germes variant de 100.000 4 200.000 par centimétre cube de milieu. Ces 
germes provenaient d’une culture de dix-huit heures sur gélose 
inclinée. 

Le titre du bactériophage employé dans toutes les expériences s’est 
maintenu sensiblement constant a 8.10°® corpuscules par centimétre 
cube. La streptomycine provenait d’une solution en eau physiologique 
d’un échantillon commercial (Merck : Calciumchloride complex) et 
était utilisée 4 des concentrations variant de 2 da 500 microgrammes par 
centimétre cube de milieu. La température était réglée 4 37° G et la 
culture était constamment agitée A l’aide d’un dispositif décrit par 
M. Faguet (5). Nous nous sommes efforcés d’introduire le bactério- 
phage et la streptomycine vers le milieu de la phase exponentielle 
de croissance de la culture; malgré cela, dans les différentes expé- 
riences, le moment d’intervention a légérement varié, facteur qui a 
rendu plus difficile l’interprétation des résultats. . 

Pour chaque expérience, le schéma d’emploi des cuves était ‘te 
suivant 


(1) P. Nicotre et M. Facurr, ces Annales, 1947, 73, 490. 

(2) M. Facurr et P. Nicottr, ces Annales, 1947, 73, 1150. 

(3) M. Facuer, Act, Sei. et Ind., édit. Hermann, Paris, 1941, 102 pages ; 
Journ. Suisse de Méd., 1946, 44, 1155. 

(4) P. Nicotte et Ducresr, ces Annales, 1947, 73, 755. 

(5) M. Facurr, ces Annales, 1947, 73, 495. 
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NUMERO 
fle lia oesiws CULTURE INTERVENTION 
A pe eae Staph. Twort. Tenioin. 
| Cee Ser Staph. Twort. IV gouttes du lysat phagique 
j (témoin bactériophage). 
Ue ae ee Staph. Twort. Streptomycine. 
VE ot ER ke Staph. Twort. Streptomycine 
‘ + IV gouttes du lysat. 
Vv ares ee Staph. Twort. Streptomycine. 
Maan wA etna § Staph. Twort. Streptomycine 
+ IV gouttes du lysat. 
Résultat. — Nous avons tenté de synthétiser dans un ‘seul graphique 
OFT 7% 


4 8 1 LE ahem CY ne NCU {Ole ar 


Ordonnées 0 — T p. 100, densité optique exprimée en quantité de maticre 
microbienne; abcisses, temps. Les fléches —> indiquent le moment des inter- 
ventions 4, témoin; 2, bactériophage seul; 3, streptomycine seule; 4, strep- 
tomycine + bactériophage; a, 2 pg. S par centimetre cube; 6, 20 wg. S par 
centimétre cube; c, 200 pg. S. par centimétre cube; d, 500 ug. S par centi- 
métre cube. 


16 20 


. 


(fig.), malgré Ja’ variation du temps d’intervention, les résultats 
obtenus -les plus marquants : 

1° Culture seule : courbe de croissance normale. 

2° Bactériophage seul : presque immédiatement apres 1’interven- 
tion, la lyse est brusque, totale et durable. 

3° Streptomycine seule : la croissance bactérienne s’arréte presque 
immédiatement aprés l’introduction de l’antibiotique, mais cet arrét 
nest pas définitif : il se maintient douze heures pour les faibles 
cencentrations (2 yg) et trente-six heures pour les fortes concentrations 
(500 microgrammes). Aprés ces délais, la culture reprend sa courbe 
ascendante, mais celle-ci n’atteint pas le niveau de la courbe crois- 
sance-témoin. Ces cultures, repiquées sur gélose a la fin de l’expé- 
rience, se sont montrées d’autant plus  streptomycino-résistantes 
que la concentration de streptomycine 4 laquelle elles avaient 
été soumises avait été plus forte. Le moment auquel le bactériophage 
et l’antibiotique sont introduits dans la culture influe considérable- 
ment sur le développement de ces cultures streptomycino-résistantes. 
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Lorsque le nombre des germes est élevé, l’apparition de la culture est 
plus précoce que lorsque l’antibiotique est introduit dans une culture 
moins riche. Il n’a pas été possible dans nos expériences de mettre en 
évidence un effet lytique net de la streptomycine sur le staphylocoque, 
bien qu’on ait noté, surtout pour les concentrations les plus fortes, 
une légére et trés lente diminution de l’opacité. 

4° Bactériophage et streptomycine ; 

Aprés l’introduction simultanée de ces deux agents, la courbe suit 
plus ou moins fidélement celle de la culture avec la streptomycine. 
IL semblerait peul-étre méme se produire une atténuation de linhi- 
bition provoquée par la streplomycine seule sur la croissance bacté- 
rienne. La poussée tardive de la culture est suivie par une descente 
brusque : la lyse bactériophagique. L’opacité reste, dans la plupart 
des cas, trés netlement supérieure a celle observée aprés la lyse avec 
le bactériophage seul, mais des ensemencements sur gélose’ des 
échantillons des cuves n’ont jamais été suivis de cultures positives. Il 
n’y a done pas de germes phago-résistants. 

Discussion et conclusions. — D. Jones (6), dans une premiére com- 
munication, a écrit que la streplomycine élait douée d’un pouvoir 
antiphage direct ; par la suite, A. Schatz et D. Jones (7) ont attribué 
Vaction antiphage en question, non a la streptomycine elle-méme, 
mais 4 des impuretés qui l’accompagnaient dans les premiéres prépa- 
rations. Néanmoins, l’action antiphage directe a été soutenue a nou- 
veau par S. S. Cohen (8) dans une mise au point récente. L’un de 
nous [Edlinger] (9) n’est pas parvenu a mettre en évidence cette 
action antiphage de la streptomycine, mais il a observé que l’anti- 
biotique exerce, sur gélose, une protection trés nette de certaines 
colonies contre la lyse bactériophagique (anneau_ streptomycinique). 
Si Vaffirmation de D. Jones était exacte, seule l’inhibition produite 
par la streplomycine sur Ja culture se manifesterait, au moins pour 
les doses élevées; la lyse bactériophagique ne se produirait pas. Or, 
laction inhibitrice de la streptomycine sur la croissance bactérienne 
et la lyse phagique se succédent distinctement avec leurs caractéris- 
liques particuliéres. On pourrait supposer que le lysat phagique, soit 
par son bactériophage, soit par les substances qu’il contient, diminue 
leffet bactériostatique de la streptomycine. Mais cette substance pro- 
duit un retard sensible de la lyse, retard qui pourrait s’expliquer ainsi : 
Dans la majorité des cas, le bactériophage ne lyse que les germes 
pendant la période de ‘croissance. Lorsque les cultures sont Agées, 
cu lorsque leur multiplication est suspendue, soit par suite de condi- 
tions défavorables [A. Krueger et J. Fong] (10), soit par l’action d’un 
antiseptique comme la proflavine [R. Foster] (11), soit par l’action bacté- 
riostatique d’un sulfamide [R. Wahl, F. Nitti et M. Faguet] (12) ou 


d'un antibiotique comme la pénicilline [M. Faguet et P. Nicolle] (2),. 


(6) D. Jones, J. Bact., 1945, 50, 122,341. 

(7) A. Scuarz et D. Jones, Bull. Torrey Bot. Club, 1947, 74, 9. 
(8) S. S. Cotien, Bact. Rev., 1949, 48, 1. 

(9) E. Eprincer, ces Annales, 1949, 76, 396. 

(10) A. Krurcer et J. Fone, J. gen. Physiol., 1937, 24, 137. 

(11) R. Foster, J. Bact., 1948, 56, 795. 

(12) R. Want, F. Nirtr et M. Facurr, ces Annales, 1946, 72, 290. 
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le bactériophage est incapable de provoquer la lyse des bactéries en 
repos. L’action bactériostatique de la pénicilline étant relativement 
lente & se manifester, l’antibiotique introduit dans la culture long- 
temps avant le bactériophage inhibe la lyse, lorsque la culture a été 
déja arrétée par l’action de la pénicilline. L’action synergique de la 
pénicilline et du bactériophage étudiée par P. Nicolle et M. Faguet (1) 
ne se manifeste que si le bactériophage est introduit au moment ow la 
pénicilline n’a pas encore exercé son action bactériostatique. 

La streptomycine, au contraire, produit l’arrét de la croissance 


-immeédiatement apres son introduction dans une culture de staphylo- 


coques, mais, aprés un temps variable selon la concentration en antibio- 
tique, on observe Je développement d’une culture streptomycino-résis- 
tant. Dés l’apparition de celle-ci, qui se traduit par une ascension assez 
rapide de la courbe, la culture streptomycino-résistante subit la lyse 
phagique. 

L’anneau de colonies streptomycino-résistantes apparues sur gélose en 
milieu fortement contaminé par le bactériophage, tel qu’un de nous 
[Edlinger] (9) l’a décrit dans un travail antérieur, avait montré que la 
streptomycine exercait vis-a-vis de la lyse bactériophagique une action 
protectrice, mais il était difficile, dans les conditions des expériences 
sur milieu solide, d’expliquer en quoi consistait cette action. 

Les résultats des expériences relatées dans le présent travail nous 
permettent, au contraire, de retenir ]’une des nombreuses hypothéses 
qui se présentaient a l’esprit : la lyse bactériophagique des germes 
devenus streptomycino-résistants serait retardée jusqu’a ce que certains 
de ces germes aient donné des colonies visibles. A ce moment, les colo- 
nies seraient trop Agées pour subir la lyse bactériophagique ainsi 
différée. On sait, en effet, que les cultures de staphylocoque de plus de 
huit heures 4 37° C ne sont plus sensibles au bactériophage, du moins 
a la lyse massive par ce dernier. 

Malgré la vraisemblance de cette hypothése, nous pensons qu’un 
certain nombre d’autres facteurs encore inconnus entrent proba- 
blement en jeu. 

Résumé : La streptomycine ajoutée seule 4 une culture du staphylo- 
coque blanc Twort produit un arrét rapide de cette culture et, d’autre 
part, permet la formation, aprés des délais variables suivant les concen- 
trations, de cultures streptomycino-résistantes. 

La streptomycine n’empéche pas la lyse par le bactériophage Twort 
ajouté en méme temps qu’elle, mais elle la retarde considérablement. 
Cette lyse, quoique différée, garde son allure soudaine a partir du 
moment ot: elle commence. Elle laisse subsister une turbidité rési- 
duelle qui ne parait pas due 4 la présence de germes vivants. 

Le retard dans l’évolution de la lyse bactériophagique expliquerait la 
formation sur milieu solide, par action combinée de la streptomycine 
et du bactériophage, d’un anneau de colonies indemnes de bactério- 
phagie, tel que l’un de nous (Edlinger) l’a décrit antérieurement. 


‘Institut Pasteur.) 
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ACTIVITE BACTERIOSTATIQUE DE LA PAPAINE 


par R. BABIN, J. BRISOU et A. RIGAUD. 


Dans une note précédente (1), nous avons attiré l’attention sur l’action 
bactériostatique de la papaine vis-a-vis d’une souche de Staphylococcus 
aureus locale. 

La poursuite de ]’expérimentation sur différents microbes montre 
que l’enzyme ne limite pas son activité a4 une seule espéce. 

Conditions expérimentales. — Des cultures en bouillon de viande 
peptoné sans glucides sont tamponnées 4 pH=7,0 a l’aide de phosphates 
ou par citrate de soude. 

On utilise des solutions de papaine commerciale délipidée par 1’éther 
fraichement distillé. Les solutions en eau distillée sont a 10 p. 100 ; 
elles sont stérilisées par chauffage & 56° pendant une demi-heure (nous 
avons vérifié que ce traitement ne diminuait en rien 1’activité protéo- 
lytique) et ajoutées au milieu au moment de lemploi. 

La concentration finale des bouillons en diastase est de 0,5 4 1 p. 100. 
Comme indicateur de croissance nous utilisons une solution de bleu de 
méthyléne’ (2) ; nous laissons les cultures & l’étuve 4 37° pendant trois 
jours. 

Dans ces conditions, les germes sensibles A l’action antibactérienne 
de la papaine, dont les cultures restent négatives, sont les suivants : 
Staphylococcus aureus (souche Londres testée), Streptocoque hémolytique 
(plusieurs souches), Brucella abortus suis, Salmonella typhi, Shigella 
dysenterie, Shigella paradysenterie Flexner, V. W, X, Y et Z, certaines 
souches de coliformes. : 

Les germes absolument insensibles, dont les cultures poussent norma- 
lement en présence de papaine, sont les suivants : Bacillus subtilis, 
Salmonella paratyphi B type schottmiiller, Salmonella enteriditis, var. 
gaertner, Salmonella typhi murium, Proteus OX19, un grand nombre 
de coliformes, Pseudomonas aeruginosae, var. cyan. Enfin, il existe des 
germes pour lesquels la papaine prolonge la phase de latence et retarde 
considérablement la croissance : Streptococcus fecalis, Salmonella para- 
typhi A et paratyphi C, Proteus OX 2 sont dans ce cas. 

Il résulte de ces faits que la papaine est douée d’un pouvoir bacté- 
riostatique net pour un certain nombre de germes, qu’ils soient Gram 
négatifs ou Gram positifs.. Les bactéries ayant besoin de facteurs de 
croissance comme Je staphylocoque, le bacille d’Eberth (S. typhi) 
les Shigella, etc., semblent les plus sensibles A l’action de l’enzyme. 

Des expériences en cours sur milieu synthétique avec ¢lablissement 
de courbes de croissance ont pour objet 1’étude du mécanisme de cet 
action bactériostatique de la papaine. 


(Laboratoire de l’Ecole de Santé Navale, Bordeauz.) 


(1) A. Ricaup, R. Dapin et J. Brisou, C. R. Soe. Biol., 1949, 143, 399. 
(2) Pennaneach, Moranp et Gurnnec, Rev. Méd. Navale, 1947, 44, 387. 
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Les communications suivantes paraissent ou paraitront en Mémoire 
dans les Annales de l'Institut Pasteur : 


Etudes sur le collagéne. II]. Nouvelles recherches sur les colla- 
génases bactériennes. III. Action d’une collagénase sur des 
scléroses expérimentales ; premiers résultats, par M™ 
M. Detaunay, M¥* M. Guititaumin et M. A. Denaunay. \ 


Détermination des types bactériophagiques (Vi-phage typing) 
et caractéres biochimiques des souches de S. typhi isolées 
dans les hépitaux militaires de France et de l’Union Fran- 
caise, par A. Juve et P. Nicorze. 


Epidémie de grippe 1948-1949. Etude du virus, par P. Lire, 
V. Saurrer, L. Ruinm et J. Maur. 


Activité. comparée de la péniciline sur la croissance de B. sub- 
tiiis en milieu synthétique ammoniacal et en milieu peptoné, 
par N. Greer. 
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